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La serotonina (5-HT) è una 5-idrossitriptamina, neurotrasmettitore monoaminico 
sintetizzato nei neuroni serotoninergici nel sistema nervoso centrale (SNC), nonché 
nelle cellule enterocromaffini nell'apparato gastrointestinale, e ha un ruolo importante 
come neurotrasmettitore/neuromodulatore nel SNC e nel sistema nervoso periferico 
(SNP), agendo su sistemi che regolano diverse funzioni comportamentali (Jacobs, 
2010). La sostanza fu isolata a Roma da Vittorio Erspamer nel 1935, inizialmente 
considerata un polifenolo; due anni più tardi, in seguito a degli studi su ghiandole 
cutanee di Discus glossus e ghiandole salivari di polpi, fu rinominata enteramina, la 
quale fu definitivamente rinominata serotonina nel 1948. Le più alte concentrazioni di 5-
HT si trovano in tre diversi siti corporei: a) nella parete intestinale dove le cellule 
enterocromaffini, cellule derivate dalla cresta neurale, simili a quelle della midollare del 
surrene, e mescolate alle cellule mucosali, principalmente nello stomaco e nell'intestino 
tenue, contengono circa il 90% della quantità totale di 5-HT presente nell'organismo; b) 
nel sangue dove la 5-HT è presente in elevate concentrazioni nelle piastrine, che la 
accumulano dal plasma attraverso un sistema di trasporto attivo e la rilasciano in 
seguito all'aggregazione che si verifica nei siti di danno tissutale; c) SNC, dove è 
presente in elevate concentrazioni in specifiche aree del mesencefalo.  
Nel SNC, la 5-HT svolge un ruolo importante nella regolazione dell'umore, 
dell‟apprendimento e della memoria, dell‟aggressività, del sonno, della temperatura 
corporea, della sessualità e dell'appetito (Veenstra-VanderWeele et al., 2000; 
Mohammad-Zadeh et al., 2008); inoltre la 5-HT è coinvolta in numerosi disturbi 
neuropsichiatrici, quali il disturbo bipolare, la depressione e l'ansia, il disturbo 
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ossessivo compulsivo, l'emicrania, e il disturbo da abuso di sostanze (Lucki, 1998; 
Lesch, 2001). 
La biosintesi della 5-HT endogena (Hasegawa e Nakamura, 2010) (fig. 1) segue una 
via simile a quella della noradrenalina, con la differenza che l'aminoacido precursore è 
il triptofano, invece della tirosina. Il triptofano viene convertito in 5-idrossitriptofano 
grazie all'azione della triptofano-idrossilasi (TPH). Il 5-idrossitriptofano (5-HTP) così 
prodotto viene decarbossilato a 5-HT, a opera dell'aminoacido decarbossilasi. Le 
piastrine accumulano la 5-HT durante il loro passaggio attraverso la circolazione 
intestinale, dove la concentrazione locale è relativamente alta. La 5-HT viene spesso 
immagazzinata nei neuroni e nelle cellule enterocromaffini come co-trasmettitore 
insieme ai vari ormoni di natura peptidica, come la somatostatina, la sostanza P, e il 
polipeptide vasoattivo intestinale. 
 
Figura 1. Biosintesi della serotonina 
La serotonina (5-HT) è sintetizzata dal L-triptofano attraverso una reazione enzimatica a due step. La 
triptofano idrossilasi (TPH) catalizza la trasformazione del triptofano a 5-idrossi –L-triptofano (5HTP) in 
presenza di molecole di ossigeno (O2) e della tetrabiopterina (BH4), quale co-substrato. Inoltre l‟enzima 




 Il prodotto ottenuto dalla reazione il 5HTP viene trasformato in 5-
HT tramite un processo di decarbossilazione tramite l‟enzima L-aromatico amino acido decarbossilasi 
(AADC).  
 
Il segnale monoaminergico, incluso quello della 5-HT, è considerato uno dei 
meccanismi chiave per la modulazione dell‟umore e delle emozioni, oltre che per il 
controllo delle funzioni motorie, percettive e cognitive. 
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Una delle funzioni essenziali per una corretta regolazione della neurotrasmissione 
serotoninergica (5-HTergica) consiste nel suo rapido reuptake, tramite il trasportatore 
della serotonina (5-HTT) e nella sua degradazione enzimatica. Peraltro, la rapida 
degradazione delle monoamine cerebrali, come la 5-HT, la noradrenalina (NE) e la 
dopamina (DA) è essenziale per il corretto funzionamento della neurotrasmissione 
sinaptica (fig. 2-4).  
 
Figura 2. Elaborazione sinaptica della serotonina (5-HT) 
Dopo il suo rilascio, l‟attivazione dei recettori della 5-HT e il reuptake attraverso il trasportatore della 5-
HT (5-HTT), la serotonina è degradata dalla MAO (monoaminossidasi) e dalla ALDH (aldeide 




Figura 3. Elaborazione sinaptica della norepinefrina (NE) 
Dopo il suo rilascio, l‟attivazione dei recettori NE e il reuptake per mezzo del trasportatore della NE 
(NET), la NE è degradata attraverso tre principali vie enzimatici. (1) Nella prima via, la MAO (monoamino 
ossidasi) e l‟ALDH (aldeide deidrogenasi) trasformano la NE in acido 3,4-diidrossimandelico (DHMA); 
questo composto è poi processato e trasformato dalle catecol-O-metiltransferasi (COMT) nell‟acido 
vanillilmandelico (VMA). (2) Nella seconda via, la MAO e la ALR (aldeide reduttasi) trsforma la NE in 3,4-
diidrossifenilglicina (DHPG), la quale è ulteriormente degradata dalle COMT in 3-metossi-4-
idrossifenilglicole (MHPG). (3) Nella terza via, le COMT metabolizzano la NE in normetanefrina (NM), 




Figura  4.  Elaborazione sinaptica della dopamina (DA) 
Dopo il rilascio, l‟attivazione del recettore DA e il reuptake per mezzo del trasportatore della DA (DAT), la 
DA è degradata attraverso due principali vie enzimatiche. (1) Nella prima via, le MAO 
(monoaminossidasi) e la ALDH (aldeide deidrogenasi) trasformano la DA nell‟acido 3,4-
diidrossifenilacetico (DOPAC); questo composto è poi processato e trasformato dalle catecol-O-
metiltransferasi (COMT) nell‟acido omovanillico (HVA). (2) Nella seconda via, le COMT metabolizzano la 
DA nel 3-metossitiramina (3-MT), che è trasformata in HVA dalle MAO e dall‟ALDH. 
 
Il principale circuito responsabile del catabolismo della 5-HT sia a livello cerebrale che  
periferico è mediato dall‟enzima MAO e consiste nella sua deaminazione ossidativa in 
5-idrossi-3-indolacetaldeide (5-HIAL). Tale prodotto viene ulteriormente processato da 
un NAD+-aldeide deidrogenasi in acido 5-idrossi-3-indol acetico (5-HIAA). Una piccola 
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quantità di 5-HT può essere trasformata in 5-idrossitriptofolo (5-HTOL) da un'altra 
NADPH-aldeide reduttase (ALR) o da una NADPH-alcooldeidrogenase (ADH) 
(Feldstein e Williamson, 1968; Consalvi et al., 1986; Svensson et al. 1999 (fig 5).   
 
Figura. 5. Via metabolica della 5-HT  
Le MAO catalizzano la trasformazione della 5-HT nel 5-idrossi-3-indolacetaldeide (5-HIAL), il quale è poi 
ulteriormente degradato nell‟acido 5-idrossi-3-indolacetico (5-HIAA). In alternativa, la 5-HIAL può essere 
trasformata in 5-idrossitriptofolo (5-HTOL) dall‟aldeide reduttasi (ALDR) o dall‟alcool deidrogenasi (ADH). 
La 5-HT può anche essere coniugata a gruppi di solfato o di glucoronil (non mostrato) per mezzo della 
trasferasi. Nelle ghiandole pineali, la 5-HT è convertita a N-acetilserotonina (NAS) dalla N-acetil 
transferasi. La NAS è poi trasformata in melatonina dall‟idrossindolo-O-metiltransferasi 
 
Il 5-HIAA viene rapidamente eliminato per diffusione, trasportato nel torrente ematico e, 
tramite un meccanismo di filtrazione glomerulare e di escrezione attiva tubulare 
(Despopoulos e Weissback, 1957), viene eliminato per via renale (Udenfriend et al. 
1956). Le concentrazioni urinarie di 5-HIAA sono considerate un indice della 
concentrazione periferica di 5-HT (o dell‟attività della MAO) e vengono comunemente 
utilizzate per monitorare gli effetti dell‟inibizione farmacologica della MAO o per lo 
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screening della sindrome carcinoide, caratterizzata da un aumentato rilascio di 5-HT da 
parte di alcuni tumori endocrini gastrointestinali. Simili presupposti hanno portato i 
ricercatori a considerare le concentrazioni di 5-HIAA nel liquido cerebrospinale (CSF) 
indicatori del turnover della 5-HT (Jimerson, 1985). Bassi livelli di 5-HIAA sono state 
associati a diversi disordini psichiatrici, quali l‟impulsività, tentativi suicidari, e il 
comportamento antisociale (Asberg et al., 1976; Mehlman et al., 1994; Virkkunen et al., 
1995). Oltre alla degradazione mediata dalla MAO, la 5-HT può essere biotrasformata 
o con una reazione di coniugazione con un solfato tramite una sulfotransferasi o 
glucuronata tramite una glucuronil-transferase. Inoltre, la 5-HT può essere trasformata 
in melatonina tramite una reazione di acetilazione (catalizzata dal N-acetil transferase) 
e successiva metilazione tramite una idrossindol-O-metiltransferase (Fig 5). Questa via 
di degradazione, presente soprattutto nella ghiandola pineale, si trova anche in altri 
tessuti quali la retina, il sistema gastrointestinale e la tiroide (Kvetnoy, 1999). 
 
1.1 MAO: caratteristiche generali e molecolari. 
 
La MAO [amine:ossigeno ossidoriduttasi (deaminante) (contenente flavine); MAO] è 
una flavoproteina legata ai mitocondri, che come precedentemente detto catalizza 
l‟ossidazione, tramite deaminazione, della 5HT, di altri neurotrasmettitori 
monoaminergici (DA, NE, epinefrina) e delle amine alimentari. Inoltre la MAO ha un 
ruolo citoprotettivo grazie alla degradazione delle ammine esogene, che alterando 
l‟omeostasi cardiovascolare ed endocrina hanno effetti tossici. L‟ enzima è stato isolato 
nel 1928 dagli estratti di fegato di coniglio da Mary Hare, che l‟ha denominato tiramina 
ossidasi, grazie alla sua capacità di catalizzare la conversione della tiramina in acido 
paraidrossifenilacetico (Hare, 1928). La corrente nomenclatura è stata invece proposta 
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circa 10 anni fa in seguito all‟identificazione dello spettro completo dei substrati 
monoaminergici utilizzati dall‟enzima (Zeller, 1938).  
Le MAO sono enzimi legati al cofattore flavina adenina dinucleotide (FAD), 
appartenenti alla classe delle ossidoreduttasi, che catalizzano la trasformazione delle 
monoamine nei corrispettivi aldeidi (Edmondson et al., 1993; Miller e Edmondson, 
1999). Diversi autori hanno dimostrato che l‟azione catalitica delle MAO inizia con il 
taglio del legame Ca-H della forma deprotonata delle monoamine. In particolare, la FAD 
accetta 2 atomi di idrogeno e viene ridotta a FADH2, mentre l‟amina è trasformata nella 
corrispondente immina: 
RCH2NH2 + FAD                         RCH = NH + FADH2 
Il secondo step della reazione enzimatica delle MAO consiste nella riossidazione della 
FADH2 con la trasformazione dell‟O2 in perossido di idrogeno: 
RCH = NH + FADH2 + O2          RCH = NH + FAD +H2O2. 
Infine l‟immina è idrolizzata nella corrispondente aldeide e ammoniaca (NH3). 
RCH = NH + H2O2  RCHO + NH3  
Le aldeidi sono ossidate in acidi dall‟aldeide deidrogenasi (ADLH) o trasformate in 
alcool o glicole dall‟aldeide riduttasi (ALR). 
I prodotti di queste reazioni includono prodotti neurotossici, quali l‟ammoniaca e il 
perossido di idrogeno. Quest‟ultimo, in particolare, può indurre la produzione di 
molecole ossigeno reattive (ROS) determinando danni mitocondriali e apoptosi 
neuronale. Lo stress ossidativo indotto dall‟attivazione delle MAO è un fattore critico nei 
meccanismi fisiopatogenetici di diverse sindromi nei quali questo enzima è stato 
implicato, quale la sindrome di Parkinson o la depressione (Bortolato, 2008). 
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Nel 1968 sono stati identificati due isotipi di MAO, denominati rispettivamente MAO-A e 
MAO-B, sulla base della loro differente specificità per i diversi substrati e della loro 
differente selettività agli inibitori di tali enzimi. MAO-A venivano definiti quegli enzimi 
che erano inibiti da basse dosi di clorgilina, mentre quelli denominati MAO-B erano 
inibiti da concentrazioni nanomolari di (R)-deprenil (selegilina) (Johnston, 1968: 
Squires, 1968; Knoll e Magyar, 1972). La caratterizzazione farmacologica delle due 
isoforme ha dimostrato che nessuna delle due ha una specificità assoluta per un 
singolo substrato e che lo spettro di azioni enzimatiche mediate dalle MAO-A e MAO-B 
è in parte sovrapponibile. Nonostante ciò la 5-HT è soprattutto degradata dalla MAO-A 
con un affinità 120 volte maggiore rispetto alla MAO-B. La MAO-A ha quindi una 
maggiore affinità per la 5-HT e la NE, mentre le MAO-B ha una maggiore affinità per la 
feniletilamina (PEA). Il catabolismo della DA e della tiramina, anche se con 
considerevoli differenze nelle diverse specie, è attivato da entrambe le isoforme 
enzimatiche. Infatti, la degradazione della DA nel cervello dei ratti è indotta 
principalmente dalla MAO-A (Fornai, 1999), nell‟uomo e nei primati la stessa funzione è 
svolta dalla MAO-B gliale e nel topo ad elevate concentrazioni da entrambe le isoforme 
(Cases, 1995; Fornai, 1999). Indipendentemente dal tessuto e dalle differenze date 
dalla specie, i due isoenzimi sono stati ben caratterizzati sulla base di criteri 




Tabella 1. Inibitori MAO 
Group Class Compound MAO selectivity 





A and B 
A and B 
 
A and B 





























Propylamines Ladostigil A and B 
 
La diversa natura molecolare delle due isoforme è stata dimostrata in maniera 
inequivocabile nel 1988 grazie al cloning dei cDNA codificanti i due geni umani Maoa e 
Maob (Bach et al., 1988; Hsu et al. 1988). Il confronto delle sequenze aminoacidiche 
ha dimostrato che i due isoenzimi hanno un‟identità nella sequenza aminoacidica del 
70%, costituita rispettivamente per la MAO-A e la MAO-B da 527 e 520 aminoacidi e un 
peso molecolare di 59.7 KDa e 58.8 KDa. I successivi cloning delle MAO-A e-B nel 
ratto e nel bovino (Ito et al., 1988; Powell et al., 1989; Kuwahara et al., 1990) hanno 
rivelato un alto livello di identità fra le diverse specie dei mammiferi. La disponibilità dei 
cloni di cDNA della MAO ha reso possibile l‟identificazione, la localizzazione e la 
caratterizzazione della struttura del gene umano Maoa e Maob (Pintar et al., 1981;Bach 
et al.,1988; Ozelius et al., 1988, Lan et al, 1989) 
Entrambi i geni localizzati nel cromosoma X (Xp11.23 nell‟uomo), in direzione opposta 
con un orientamento coda-coda, sono costituiti da un identico numero di esoni (15) ed 
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hanno una stessa organizzazione introne-esone, suggerendo che essi derivino 
probabilmente da una duplicazione dello stesso gene ancestrale (Grimbsy et al., 1991).  
La disponibilità dei cloni MAO-A e MAO-B ha permesso la selettiva transfezione dei 
loro cDNA nelle cellule mammifere, portando alla scoperta che gli enzimi espressi sono 
cataliticamente attivi e hanno le stesse affinità per i substrati e specificità per gli inibitori 
simili a quelle degli enzimi endogeni (Lan et al., 1898b) (Fig. 6) 
 
Figura 6. Inibizione con deprenil e clorgilina della MAO-A e MAO-B espresse nelle cellule COS. 
L‟attività MAO-A e MA-B è stata misurata utilizzando come substrati rispettivamente la 5HT e la β-
feniletilamina in presenza di varie concentrazioni di inibitori (Lan et al., 1989a)  
 
L‟espressione nelle cellule COS dei cloni mutati ha confermato che la sequenza 
primaria dei due isoenzimi ha una sequenza peptidica (Ser-Gly-Gly-Cys-Tyr), che lega 
il cofattore FAD alla cisteina (Cys-406 nella MAO-A e Cys-397 nelle MAO-B) attraverso 
un legame tioesterasico covalente, essenziale per la loro attività enzimatica. La 
sequenza primaria è cruciale per le differenze nelle attività catalitiche tra la MAO-A e la 
MAO-B, infatti ulteriori studi di mutagenesi hanno dimostrato che i segmenti interni (tra 
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gli aminoacidi 152 e 366) determinano l‟inibizione e la specificità ai substrati. Entrambe 
le proteine sono principalmente localizzate nella membrana esterna dei mitocondri, ai 
quali sono ancorati per mezzo di un dominio C-terminale (Rebrin I, 2001). La struttura 
3D delle MAO è stata creata e ricostruita solo negli ultimi anni ed ha rivelato che la 
MAO-A umana ha un organizzazione monometrica (Andrés et al,2004; De Colibus et 
al., 2005), mentre la MAO-B cristallizza come un dimero (Hubalek et al., 2005). 
 
1.2 Trascrizione e trasduzione delle MAOs 
 
Negli ultimi 20 anni diversi gruppi (Shih et al., 1990; Zhu et al., 1992; Andrés et 
al.,2004) hanno contributo alla comprensione della regolazione trascrizionale dei geni e 
dei promotori delle MAO-A e MAO-B. Recenti lavori (Chen et al.,2004; Shih et al.,2004) 
dimostrano che la MAO-A e la MAO-B sono attivate e represse da differenti fattori di 
trascrizione, i quali potrebbero giustificare le differenze di localizzazione di questi due 
isoenzimi (Shih et al.,1999). Infatti, nonostante nell‟uomo entrambe le isoforme siano 
espresse nella maggior parte dei tessuti periferici e in vari organi, la MAO-A è 
prevalentemente localizzata nei fibroblasti e nei tessuti placentali, mentre la MAO-B è 
l‟unica isoforma presente nelle piastrine e nei linfociti (Shih JC et al.,1999). 
L‟espressione della MAO-B umana è attivata dalla proteina chinasi C (PKC) e dal 
pathway trasduzionale delle MAP chinasi (Wong et al.,2002), mentre è diminuita dalla 
metilazione (Wong et al.,2003). Un ruolo chiave nella regolazione di entrambi i geni è 
svolto dalla famiglia del fattore di trascrizione Sp1 (Zhu et al., 1994; Wong et al., 2001). 
Chen et al. (2005) ha identificato un nuovo repressore dell‟espressione del gene: R1. 
Inoltre entrambi i fattori Sp1 e R1 sono modulati dai glucocorticoidi e dagli ormoni 
androgeni (Ou et al., 2006).   
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In maniera analoga ad altre proteine ribosomiali le MAOs sono sintetizzate dai ribosomi 
liberi nel citosol (Sagara e Ito, 1982), tuttavia nessuno dei due enzimi possiede la 
sequenza segnale nel dominio N-terminale tipico dei precursori delle proteine 
ribosomiali (Roise e Schatz et al., 1998). L‟inserzione di entrambi gli enzimi, la MAO-A 
e la MAO–B nella membrana esterna mitocondriale richiede la presenza di ubiquitina e 
ATP (Zhuang et al., 1988, 1992). Peraltro l‟esatto meccanismo responsabile 
dell‟incorporazione dei due enzimi nella membrana esterna mitocondriale non è ancora 
completamente chiaro.   
 
1.3 Localizzazione e distribuzione delle MAOs 
 
La distribuzione sia della MAO-A che della –B nel SNC e nei tessuti periferici è stata 
studiata mediante diversi approcci, quali l‟immunoistochimica, l‟autoradiografia e 
l‟ibridizzazione in situ. Nella maggior parte dei tessuti, con l‟ovvia eccezione dei globuli 
rossi (Greenawalt e Schnaitman, 1970), le MAOs si presentano legate alla membrana 
esterna mitocondriale. 
Nell‟ uomo la MAO-A è espressa ad alti livelli nel fegato, nei polmoni, nella placenta e 
nel piccolo intestino, mentre è presente a bassi livelli nella milza e nei microvasi 
cerebrali, ed è assente nelle piastrine e nei linfociti (Donnelly e Murphy, 1977). Al 
contrario, i livelli della MAO-B sono alti nel piccolo intestino, nel fegato e nel cervello, 
mentre sono bassi nel pancreas, nella milza, nel polmone e nei fibroblasti cutanei. 
Inoltre, entrambi gli isoenzimi sono presenti nel cervello e hanno una localizzazione 
regionale e cellula-specifica sorprendentemente differente. In particolare, studi di 
immunoistochimica e autoradiografia nel cervello hanno rivelato la presenza della 
MAO-A nei neuroni catecolaminergici (in particolare nel locus coeruleus, nucleus 
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accumbens, complesso ipotalamico e mammillare), mentre la MAO-B è principalmente 
espressa nei neuroni 5-HTergici, nelle cellule istaminergiche e negli astrociti (Westlund 
et al., 1988; Saura et al., 1994; Luque et al., 1995; Jahng et al., 1997).  
Il significato funzionale del pattern di distribuzione degli isoenzimi MAOs è ancora poco 
chiaro ed è in apparente contrasto con le evidenze farmacologiche (specificità del 
substrato). Infatti molteplici evidenze dimostrano la presenza della MAO-B nei neuroni 
5-HTergici anche se la 5-HT è prevalentemente degradata dalla MAO-A e 
conseguentemente i livelli di 5-HT sono aumentati dopo inibizione della sola MAO-A, e 
non della MAO-B (Cases et al., 1995; Grimsby et al., 1997). Inoltre la MAO-B è il solo 
isoenzima identificato nel corpo cellulare e nei dendriti dei neuroni 5-HTergici nel 
nucleo del rafe (Levitt et al., 1982). Nonostante ciò mRNA per la MAO-A è stato 
identificato in queste cellule da diversi autori (Luque et al., 1995; Jahng et al., 1997; 
Filipenko et al., 2002). 
Una intrigante ipotesi per spiegare tali apparenti discrepanze è che nei neuroni 5-
HTergici la proteina MAO-A possa essere sintetizzata nel corpo cellulare, ancorata a 
selezionati mitocondri, e trasportata tramite i microtubuli o altri meccanismi negli assoni 
terminali in diverse aree cerebrali, quali la corteccia, l‟amigdala, l‟ippocampo etc 






Figura 7. Compartimentalizzazione ipotetica della MAO-A e MAO-B in un neurone 5-HTergico. 
 E‟ proposta la localizzazione della MAO-B (rappresentata dalla forma semi-ovale nel box di sinistra) 
limitata nei mitocondri del corpo cellulare e dei dendriti dei neuroni 5-HTergici. Al contrario, la MAO-A 
(schematizzata con una forma ellittica nei mitocondri del box di destra) potrebbe essere principalmente 
distribuita nelle terminazioni sinaptiche, dove potrebbe essere degradata la 5-HT dopo la sua reuptake 
tramite i trasportatore 5-HT (5-HTT). 
 
Questa ipotesi è indirettamente supportata dalla scoperta che l‟espressione della MAO-
B è abbondante nei mitocondri localizzati nel soma dei neuroni 5-HTergici, ma è 
completamente assente nei loro terminali assonici (Arai et al., 2002). La differente 
localizzazione subcellulare dei mitocondri contenenti o no la MAO-B può riflettere una 
differente interazione con le chinesine, proteine motrici responsabili, attraverso i 
microtubuli, del suo trasporto anterogrado (Hollenbeck e Saxton 2005). La proposta 
compartimentalizzazione delle MAOs nei neuroni 5-HTergici potrebbe rispondere a 
specifiche richieste fisiologiche per la corretta sintesi, cattura vescicolare e 
degradazione della 5-HT. Infatti, diversi studi evidenziano un‟ indipendente regolazione 
della formazione e degradazione della 5-HT nel corpo cellulare e negli assoni dei 
neuroni 5-HTergici (Neckers et al., 1982; Daszuta et al., 1984a e 1984b). La sintesi 
della 5-HT sebbene possa avvenire anche negli assoni terminali è fisiologicamente più 
abbondante nel soma cellulare (Pivac et al., 2003). Pertanto data l‟alta affinità della 
MAO-A per la 5-HT, la localizzazione di tale enzima nel soma cellulare, è più probabile 
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che esso competa con il meccanismo di gradiente del reuptake vescicolare. D‟altra 
parte la presenza della MAO-A nel terminale sinaptico può facilitare la degradazione 
della 5-HT dopo il suo reuptake mediata dal trasportatore 5-HTT. Al contrario la 
presenza della MAO-B nei neuroni 5-HTergici può prevenire il reuptake di “falsi” 
neurotrasmettitori amminici nelle vescicole. Inoltre questo isoenzima può degradare 
tracce di amine quali la β-feniletilamina e la triptamina, che possono esaurire il 
contenuto di 5-HT nelle vescicole con un meccanismo simil-amfetaminico (Burchett e 
Hicks, 2006). 
 
1.4 Ruolo delle MAOs nel comportamento: inibizione farmacologica  
 
Lo sviluppo e il disegno degli inibitori delle MAO ha avuto inizio grazie alla fortunata 
scoperta degli effetti antidepressivi della iproniazide, un derivato dell‟isoniazide 
originalmente disegnato per migliorare le proprietà antitubercolari di tale agente (Fox e 
Gibas, 1953). Questa scoperta, insieme alle dimostrazioni che l‟iproniazide era un 
potente inibitore delle MAO (Zeller e Barsky, 1952), ha portato a disegnare e produrre 
altri inibitori delle MAO, quali la fenilzine e la nialamide (Rowe et al., 1959; Saunders et 
al., 1959). Il diffuso successo e uso nella pratica clinica degli inibitori delle MAO però è 
stato accompagnato da molteplici effetti collaterali di tali isoenzimi; infatti gli inibitori 
delle MAO derivati dall‟ idrazina inducono tossicità epatica. In particolare, un altro 
indesiderabile e temibile effetto secondario degli inibitori delle MAO non-selettivi è la 
cosiddetta “cheese reaction”, che consiste in una grave, potenzialmente letale, crisi 
ipertensiva con emorragia celebrale, in seguito all‟assunzione di tiramina o altre 
ammine simpatico-mimetiche presenti nei formaggi, nel vino e in altri cibi fermentati 
(Anderson et al., 1993). Infatti l‟inattivazione, tramite inibitori non selettivi, delle MAO 
19 
 
intestinali provoca l‟assorbimento e il passaggio nel torrente circolatorio di alte 
concentrazioni di tali ammine presenti nella dieta, che inducono un aumento del rilascio 
della NE nella midollare surrenale, con conseguente attivazione del sistema simpatico 
e vasocostrizione sistemica. L‟alto rischio secondario all‟assunzione dei primi inibitori 
non selettivi della MAO ha spinto i ricercatori allo sviluppo di nuove categorie di agenti 
antidepressivi con differenti meccanismi d‟azione (quali gli antidepressivi triciclici e gli 
inibitori selettivi per il reuptake della serotonina), e di nuovi inibitori selettivi per la MAO-
A e la MAO-B privi di pericolosi effetti collaterali. La caratterizzazione di nuove famiglie 
chimiche di inibitori MAO è stata condotta in parallelo allo studio dei loro putativi 
omologhi endogeni. Diverse linee di ricerca hanno identificato alcuni peptidi che 
agiscono come inibitori MAO, come la neurocatina o l‟isatina. Tuttavia, il ruolo 
fisiologico di queste molecole rimane ancora ignoto. 
 
1.5 Inibitori MAOs: depressione, disturbi dell’umore e disturbi d’ansia 
 
Gli inibitori delle MAO, la prima categoria di antidepressivi mai sviluppati, hanno un‟alta 
efficacia nel migliorare l‟umore. Il meccanismo di azione della loro azione 
antidepressiva è basato sull‟inibizione della MAO-A, particolarmente per la loro azione 
sul metabolismo della 5-HT e sulla loro abilità di contrastare la riduzione di 5-HT 
presente nella sindrome depressiva. L‟inibizione della MAO-A determina un incremento 
delle concentrazioni di 5-HT nello spazio sinaptico (Sharp et al., 1997) e un aumento 
del firing dei neuroni 5-HTergici nel nucleo del rafe dorsale (Aghajanian et al., 1970; 
Blier e Montigny, 1985) e sono questi effetti che sembrano sottendere l‟azione 
antidepressiva degli inibitori della MAO-A. Il legame tra gli effetti antidepressivi degli 
inibitori delle MAO e sistema 5-HTergico è avvalorato ulteriormente da diverse 
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evidenze precliniche che dimostrano come le conseguenze biochimiche, 
neurofisiologiche e comportamentali dell‟inibizione delle MAO sia bloccato dagli 
antagonisti dei recettori serotoninergici 5-HT1A (Verge et al. 1986; Sotelo et al., 1990; 
Sharp et al., 1997). Tuttavia, è possibile che anche l‟azione di inibizione sulla NE (e in 
misura minore sulla DA) possa contribuire all‟efficacia di tali isoenzimi soprattutto in 
alcuni sintomi depressivi, quali la distimia, la bulinia e l‟ipersonnia (Vallejo et al., 1987; 
Thase et al., 1992; Carruba et al., 2001).  
Le attuali linee guida per il trattamento dei più gravi disturbi depressivi, emanato 
dall‟American Psychiatric Association e dalla British Association per la 
psicofarmacologia, suggeriscono che gli inibitori MAO possono essere considerati, a 
causa dei loro numerosi effetti secondari, agenti terapeutici di seconda scelta dopo gli 
inibitori selettivi del reuptake serotoninergico e/o degli agenti triciclici. Infatti, 
l‟introduzione di agenti selettivi, i quali nella pratica clinica mostrano una miglior 
tollerabilità, hanno gradualmente sostituito l‟uso degli inibitori MAO. Tuttavia, lo 
sviluppo di inibitori reversibili della MAO-A (RIMAs) ha rinnovato l‟interesse per questa 
categoria di composti, in particolare si è valutata la loro efficacia nei trattamenti 
depressivi resistenti, nella distimia e nella depressione atipica, un sottotipo più grave di 
disturbo depressivo caratterizzato dalla bulimia, dall‟affaticamento e dall‟ipersonnia 
(Nierenberg et al.,1998). 
Gli inibitori MAO sono stati suggeriti come agenti terapeutici in un numero notevole di 
disturbi legati allo spettro dell‟ansia, che è sembrano dipendere da alterazioni del 
pathway 5-HTergico, quali le fobie sociali, agarofobia, disturbi di panico, stress post-
tramatico (PTSD)  (Cyr e Farrar, 2000) e disturbi  ossessivo compulsivo (OCD) (Jenike 
et al., 1983). La moclobemide e altri RIMAs sono considerati una categoria promettente 
di farmaci per tali disturbi, e potrebbero essere un‟ottima scelta in particolare per i 
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PTSD e i disturbi di panico. Infatti gli inibitori reversibili MAO hanno un‟alta efficacia 
terapeutica nell‟ OCD, in particolare quando tale disturbo è accompagnato da ansia 
fobica (Jenike., 1983). 
 
1.6 Inibitori MAO: sindrome da deficit di attenzione-iperattività e sindrome 
di Tourette 
 
Il deprenil, sulla base di studi preliminari che riportavano la capacità degli inibitori della 
MAO-B di avere effetti stimolanti e di migliorare i comportamenti iperattivi, è stato 
inizialmente utilizzato in casi di deficit di attenzione-iperattività (ADHD) associati con la 
sindrome di Tourette. Questo approccio ha avuto un grande successo terapeutico, 
caratterizzato da un miglioramento generale dei sintomi dell‟ADHD e un miglioramento 
marginale dei tics. Successivi trials clinici hanno confermato che il deprenil riduce i 
sintomi dell‟ADHD, con particolare efficacia nei deficit attenzionali di questo disturbo 
(Akhondzadeh et al., 2003; Rubinstein et al., 2006). Un possibile intrigante 
meccanismo d‟azione degli inibitori MAO-B nell‟ADHD potrebbe essere l‟aumento dei 
livelli di PEA, che sembra agire come un anfetamina endogena (Janssen, 1999). 
 
1.7 Inibitori MAO-B: Morbo di Parkinson 
 
Il razionale per l‟utilizzo degli inibitori MAO-B nel morbo di Parkinson (PD) era basato 
inizialmente sul presupposto che la DA nel sistema dopaminergico nigrostriatale 
dell‟uomo veniva preferibilmente deamidata da questo enzima. L‟aumento dei livelli di 
DA causata dall‟inibizione della MAO-B doveva in tal modo compensare il deficit 
nigrostriatale dopaminergico. Studi condotti con il deprenil, inibitore prototipo delle 
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MAO-B, hanno rivelato che le azioni mediate da questo composto riflettevano anche le 
azioni neuroprotettive indotte  dall‟inibizione delle MAO. Di conseguenza, recenti 
evidenze hanno dimostrato che la moclobemide, inibitore reversibile della MAO-A 
(RIMA), ha effetti antiparkinsoniani. Il perossido d‟idrogeno, uno dei sottoprodotti delle 
reazioni mediate dalle MAO (vedi catabolismo), contribuisce alla formazione dei ROS e 
può indurre danni mitocondriali e morte neuronale. Questi dati sono ulteriormente 
supportati dalla scoperta che l‟MPTP è trasformata dalla MAO-B nella tossina MPP+, e 
che l‟aumentata attività della MAO-B negli astrociti è responsabile di sintomi 
parkinsoniani (Mallajosyula, 2008). 
 
1.8 Inibitori MAO-B: Morbo di Alzheimer 
 
L‟aumento dell‟attività della MAO-B legata all‟età, oltre agli effetti neuroprotettivi dei 
suoi inibitori, è considerata la base razionale per l‟utilizzo degli inibitori MAO-B nel 
morbo di Anzheimer (AD). Sebbene gli effetti terapeutici degli inibitori MAO-B per l‟AD 
sono stati contestati  da recenti studi di meta-analisi (Birks et al., 2003), alcuni 
esperimenti preclinici supportano l‟idea che il blocco della MAO-B possa indurre alcuni 
miglioramenti cognitivi. 
 
2 Ruolo delle MAO nel comportamento: evidenze cliniche 
 
2.1 Delezioni della MAO-A e MAO-B nella malattia di Norrie 
 
Il primo caso di una deficienza della MAO-A nell‟uomo è stato riportato in alcuni 
pazienti affetti dalla malattia di Norrie (ND), un disordine genetico indotto da una 
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mutazione del gene NPD (malattia di Norrie, pseudoglioma), localizzato nel cromosoma 
Xp 11.4. La ND è una sindrome caratterizzata da cecità congenita, progressiva perdita 
dell‟udito e ritardo nello sviluppo motorio e nelle capacità cognitive (Warburg et al., 
1975). Data la stretta vicinanza del gene NPD con i geni per la MAO-A e –B, è stato 
visto che alcuni individui affetti da ND presentavano delle delezioni a livello delle MAO-
A e –B (Sims et al., 1989; Chen, 1995). In tali pazienti la perdita della funzionalità delle 
MAO determina un aumento delle concentrazioni urinarie di β-feniletilamina e tiramina 
(Murphy et al., 1990, 1991; Collins et al., 1992). Tale alterazione è accompagnata da 
diversi sintomi quali severo ritardo mentale, comportamenti simil-autistici e un alterato 
pattern del sonno (Sims et al., 1989; Collins et al., 1992).  
 
2.2 Totale deficienza della MAO-A: Sindrome di Brunner 
 
Nel 1993 Brunner e collaboratori hanno descritto per la prima volta un disturbi genetico 
indotto da una mutazione puntiforme nonsense nell‟ esone 8 del gene Maoa, che 
determinava un totale deficit della MAO-A in alcuni individui olandesi (Sindrome di 
Brunner) (Brunner et al., 1993a, 1993b). Le caratteristiche nosografiche di questa 
complessa sindrome comprendevano un lieve ritardo mentale, aggressività-impulsività 
e violente risposte agli stress ambientali. Il difetto genetico della MAO-A era associato 
con un incremento (5 volte) delle concentrazioni urinarie di 5-HT e dei metaboliti della 






2.3 Polimorfismi delle MAO 
 
Diversi studi hanno identificato polimorfismi del gene Maoa (Ozelius et al., 1988; Black 
et al., 1991; Hinds et al., 1992) e hanno associato tali polimorfismi a diversi disordini 
psichiatrici (Shih e Thompson, 1999). Il primo studio che ha descritto un‟associazione 
tra un disturbo psichiatrico e un polimorfismo della MAO-A è quello che ha correlato in 
alcuni individui un aumentata incidenza di alcolismo e abuso di sostanze stupefacenti 
(Vanyukov et al., 1995) con la presenza di un lungo dinucleotide (CA) nell‟introne 2 del 
gene (Black et al., 1991). Inoltre, numerosi lavori hanno dimostrato che diversi 
polimorfismi sono associati con diverse attività enzimatiche (Hotamisligil e Brekenfield, 
1991). Il polimorfismo funzionale maggiormente studiato è quello caratterizzato dalla 
presenza di un numero variabile di tandem repeat (VNTR), 1.2 Kb a monte del sito di 
trascrizione; inoltre sono state identificate sei differenti varianti alleliche nella 
popolazione umana, la più frequente delle quali ha tre repeat (3R) e quattro repeat (4R) 
(Huang et al., 2004; Sabol et al., 1998; Jonsson et al., 2000). I primi studi relativi alle 
varianti VNTR nel promotore del gene hanno documentato, in cellule transfettate e in 
culture di fibroblasti umani, una maggiore trascrizione del gene MAO-A e un aumentata 
attività enzimatica associati con una variante all‟elica 4R (Sabol et al., 1998; Denney et 
al., 1999). In accordo con queste evidenze, studi sull‟uomo hanno dimostrato che la 
variante 3R è associata ad alcune caratteristiche comportamentali quali una personalità 
antisociale, impulsività-aggressività indotte da una bassa attività della MAO-A (Oreland 
et al., 2007; Buckholtz e Meyer-Lindenberg, 2008). Inoltre, studi con la risonanza 
magnetica funzionale (fMRI) hanno rivelato un associazione tra le varianti VTNR e 
differenze strutturali e funzionali cerebrali (Meyer-Lindenberg, 2006). Studi post-
mortem hanno inoltre dimostrato una più alta attività enzimatica (tendenza non 
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significativa) della MAO-A in cervelli di soggetti adulti portatori della variante 4R rispetto 
a quelli portatori della variante 3R (Balciuniene et al., 2002).  
In conclusione, tutti questi dati indicano una correlazione tra la presenza di polimorfismi 
VNTR, bassa attività enzimatica e comportamento antisociale (Manuck et al., 2000). 
Inoltre, recentemente è stato dimostrato che l‟attività della MAO-A in diverse aree 
corticali e subcorticali è inversamente correlata con i livelli di aggressività nell‟uomo 
(Ali-Klein et al., 2008).  
 
2.4 Ruolo delle MAOs nel comportamento: evidenze precliniche 
 
Sebbene le isoforme delle MAOs possono essere distinte sulla base della loro affinità 
per i diversi substrati e la loro differente selettività agli inibitori di tali enzimi, molteplici 
studi hanno invece dimostrato che ad alte dosi sia gli inibitori della MAO-A che della 
MAO-B non sono completamente selettivi. Per ovviare a questo problema diversi 
gruppi (Shih e Chen, 1999; Cases et al., 1995) hanno sviluppato alcune linee di topi 
transgenici con mutazioni nonsense per ciascuna isoforma MAO. La caratterizzazione 
dei fenotipi di questi animali ha offerto un sostanziale contributo per la comprensione 
del ruolo delle MAO nella regolazione del comportamento e delle funzioni del cervello. 
Una tabella sinottica delle caratteristiche comportamentali e neurochimiche presenti 




Tabella 2: Caratteristiche biochimiche e comportamentali dei topi MAO-A, MAO-B e MAO-AB KO 
Phenotypical 
features 



























Aggression Resident-intruder aggression 
























Depression Immobility time in forced 
swim test 














2.5 Topi MAO-A Knockout (KO) 
 
La prima linea di animali KO creata per studiare le funzioni della MAO-A in vivo è stata 
ottenuta tramite l‟inserzione di una cassetta di interferone nell‟esone 2 e 3 del gene 
MAO-A dei topi C3H/HeJ (Cases et al., 1995). A causa delle caratteristiche della 
mutazione X-linked, i maschi emizigoti in questa specie hanno un completo deficit 
dell‟attività enzimatica MAO-A con un conseguente significativo aumento nel cervello 
dei livelli di 5-HT e NE e un modesto aumento della DA. I maschi MAO-A KO 
presentano inoltre un vasto e complesso assortimento di alterazioni fenotipiche 
morfologiche e comportamentali. I pups KO hanno alterazioni locomotorie, quali 
movimenti rapidi della testa, tremori, rearing e tempo di immobilità nel force swimming 
test.(Cases et al., 1995; Cazalets et al., 2000). Questa ritardata maturazione della 
locomozione è accompagnata da alterazioni del sistema respiratorio e delle funzioni 
sensoriali (Bou-Flores et al., 2000). Inoltre, i pups all‟età di 11-16 giorni presentano 
iperattività locomotoria, fenomeni di jumping, e posture anomale (Cases et al., 1995). I 
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MAO-A KO adulti invece esibiscono un drammatico aumento dei comportamenti 
aggressivi, misurati attraverso il paradigma del resident-intruder.(Cases et al., 1995; 
Chen et al., 1999). Questi comportamenti anomali sono associati ad una marcata 
riduzione dell‟attività esploratoria e alla risposta acustica di startle e ad una aumento 
della motilità nel forced swimming test (Cases et al., 1995), considerato un modello 
animale di depressione. Questo particolare modello, oltre ad altri aspetti, può rilevare 
anche la tendenza dell‟animale  a rassegnarsi di fronte ad uno stress percepito come 
altamente minaccioso. Una stretta analisi etologica delle reazioni comportamentali dei 
topi MAO-A KO nel forced swimming test sembra indicare che la riduzione 
dell‟immobilità è principalmente indotta da un aumento dell‟attività natatoria, 
considerata un omologo dell‟attività  goal-directed.  Fenomeni simili sono stati descritti 
in un altro valido modello anti-depressivo, il tail-suspension test, nel quale il topo è 
tenuto sospeso per la coda ad un gancio per sei minuti (Lucki , 1998). Infatti, sebbene il 
tempo di immobilità totale sia simile tra i topi MAO-A KO e wild-type (WT), vi è una 
chiara differenza nelle modalità dell‟attivazione motoria tra i due genotipi: i MAO-A KO 
mostrano un maggior numero di torsioni del corpo e di tentativi di arrivare al gancio 
rispetto ai topi WT. Inoltre, il numero di boli fecali prodotti dagli animali durante il tail-
suspension test è significativamente ridotto nei MAO-A KO rispetto ai corrispondenti 
topi WT. I topi MAO-A KO rispetto agli animali WT mostrano numerose alterazioni del 
comportamento emozionale, quale un‟ aumentata tendenza a stare al centro dell‟arena, 
alti livelli di memoria ritentiva dopo conditioned passive avoidance (Kim et al., 1997; 
Agatsuma et al., 2006; Dubrovina e Zinov‟ev, 2007). Nonostante ciò, i MAO-A KO non 
manifestano evidenti modificazioni di tipo ansioso nel test comportamentale elevated 
plus maze (Popova et al., 2001) e hanno minori reazioni endocrine in risposta a stress 
acuti e cronici. (Papova et al., 2006). Dal momento che i topi C3H/HeJ sono ciechi 
alcune alterazioni comportamentali presenti nei MAO-A KO, che derivano dai C3H/HeJ, 
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potrebbero essere secondarie o collegate al deficit visivo. Il recente sviluppo di una 
nuova linea di topi 129/Sv MAO-A KO, che ha una mutazione nonsense nell‟esone 8 
(in una posizione molto vicina a quella modificata nella sindrome di Brunner) ha 
permesso di confermare la maggior parte delle modificazioni comportamentali 
associate all‟alterata funzionalità della MAO-A (Scott et al., 2008). In conclusione, le 
anormalità comportamentali presenti nei topi MAO-A KO sembrano suggerire un 
generale deterioramento della reattività agli stimoli ambientali con un aberrante 
regolazione delle risposte adattive allo stress in una maniera molto simile a quelle dei 
soggetti affetti da sindrome di Brunner. L‟analisi morfologica dei pattern neuronali nel 
cervello dei MAO-A KO sembra indicare la possibilità che le anormalità 
comportamentali  possano dipendere da deficits sensoriali indotti dalla carenza 
dell‟attività enzimatica MAO-A. I topi MAO-A KO hanno sia delle alterazioni nei circuiti 
uditivi-visivi (Upton et al., 1999; Thompson et al., 2008) sia una alterata morfogenesi 
dei barrel fields del quarto strato della corteccia somatosensoriale (S1) (Cases et al., 
1995). I barrel fields sono la rappresentazione corticale delle vibrisse nel muso dei 
roditori e la loro formazione è dipendente dalle proiezioni talamocorticali provenienti dai 
nuclei talamici ventrobasali (Erzuruml e Jhaveri, 1990). Le vibrisse hanno un ruolo 
chiave nella regolazione del comportamento esploratorio e nella tigmotassi dei roditori 
e quindi l‟alterazione dei barrel fields presente nei MAO-A KO potrebbe essere 
responsabile delle risposte anomale nel open field da parte di tali animali. 
Le basi neurochimiche che sottendono alle alterazioni fenotipiche in questi topi sono 
ancora elusive. In maniera interessante la maggior parte delle alterazioni 
comportamentali e neuromorfologiche osservate nei MAO-A KO possono essere in 
parte riprodotte con un trattamento cronico di inibitori della MAO-A durante le fasi 
precoci dello sviluppo, ma non durante la vita adulta. Per esempio, mentre il blocco 
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delle MAO-A durante la vita adulta non induce atteggiamenti aggressivi, lo stesso 
regime terapeutico durante il periodo perinatale determina una diminuzione del tempo 
di latenza all‟attacco nei ratti adulti (Mejia et al., 2002). Inoltre un precoce trattamento 
con la clorgilina, inibitore selettivo della MAO-A, induce aberrazioni comportamentali e 
un deterioramento dello sviluppo talamocorticale molto simile a quello che si verifica nei 
topi MAO-A KO (Cases et al., 1995; Boylan et al., 2000). Al contrario, il reinserimento 
del gene MAO-A nel proencefalo dei topi MAO-A KO determina il recupero delle 
anormalità comportamentali e morfogenetiche (Chen et al., 2007). 
Molteplici evidenze sperimentali supportano il ruolo chiave della 5-HT nelle alterazioni 
morfologiche e funzionali in questa linea di animali trasgenici. La precoce 
somministrazione di p-clorofenialanina (PCPA), un inibitore della sintesi della 5-HT, 
normalizza la maggior parte delle anormalità comportamentali presenti in questi animali 
(Cases et al., 1995; Upton et al., 1999; Bou-Flores et al., 2000). Inoltre, i maschi 
emizigoti hanno alti livelli di 5-HT, NE ed un modesto incremento della DA. In 
particolare le differenze nelle concentrazioni di 5-HT tra MAO-A KO e WT sono 
particolarmente elevate (oltre 10 volte) durante i primi stadi di vita post-natale (Cases et 





Figura 8. I livelli di 5HT, dopamina (DA) e noradrenalina (NE) sono significativamente più alti nei MAO-A 
KO rispetto ai WT in maniera età-dipendente. I valori ottenuti con HPLC sono espressi in pg/mg di 
cervello e rappresentano la media ± SEM. Adattata da Cases et al., 1995) 
 
L‟importanza della 5-HT è stata inoltre dimostrata in maniera inequivocabile nei 
fenomeni dismorfogenetici presenti in questi topi. Questo concetto concorda con le 
esaurienti evidenze che dimostrano l‟effetto trofico della 5-HT sui progenitori neuronali 
(Lieske et al., 1999; Lotto et al., 1999), sulla morfogenesi della corteccia sensoriale e 
locomotoria, probabilmente attraverso l‟attivazione di diversi recettori (Vitalis e 
Parnavelas, 2003; Nakajima et al., 1998; Lebrand et al., 2006). Allo stesso modo, è 
stato dimostrato che le anormalità dei barrel fields sono indotte dagli altissimi livelli di 5-
HT presenti durante la prima settimana di vita postnatale, tramite l‟attivazione dei 
recettori serotoninergici 5-HT1B (Salichon et al., 2001). Infine sono stati studiati gli effetti 
dell‟inattivazione della MAO-A sul sistema 5-HTergico evidenziando negli animali MAO-
A KO rispetto ai controlli WT una ridotta attività elettrica dei neuroni 5-HTergici, una 
down regulation del 5-HTT, dei recettori 5-HT1A, 5-HT2A, 5-HT2C (Shih et al., 2000; 




2.6 Topi MAO-B KO 
 
I topi MAO-B KO hanno un aumento nel SNC dei livelli di PEA(β-feniletilammina), ma 
non di 5-HT, NE e DA. Queste alterazioni non sono accompagnate da una riduzione 
del tempo di immobilità nel forced swimming test, da alterazioni dell‟attività locomotoria 
nell‟open field ed nell‟elevated plus maze. (Grimsby, 1997). 
Mentre bassi livelli di MAO-B sono stati ripetutamente associati ad un aumento delle 
risposte a nuovi oggetti (novelty), osservazioni sperimentali relativi ad una disinibizione 
comportamentale non hanno confermato questa caratteristica nei topi MAO-B KO. Per 
esempio, i topi MAO-B KO non esibiscono differenze nel consumo e nella preferenza di 
nicotina in confronto agli animali WT (Lee, 2004), mentre il numero di interazioni sociali 
sono risultati inferiori rispetto ai WT. Una delle ragioni prioritarie di questa discrepanza 
potrebbe essere data dall‟osservazione che, mentre nell‟uomo la MAO-B esercita un 
notevole contributo sul metabolismo della DA, nei roditori questo ruolo è svolto 
principalmente dalla MAO-A. 
Infatti, i topi MAO-B KO non hanno un‟alterazione nel rilascio o reuptake della DA. Dal 
momento che la PEA è presente nel cervello in piccolissime concentrazioni e svolge 
funzioni simili a quelle dell‟anfetamina nella modulazione della neurotrasmissione 
DAergica e NEergica non è sorprendente che le alterazioni fenotipiche osservate nei 
topi MAO-B KO siano meno accentuate di quelle dei topi MAO-A KO.  
In particolare, recenti linee di evidenza indicano che la PEA sia l‟attivatore principale 
del recettore trace-amine-associated-receptor 1 (TAAR1), i quali modulano il segnale 
catecolaminergico (Wolinsky, 2007). È interessante notare che i topi MAO-B KO 
mostrano diverse anormalità che possono essere collegate ad alterazioni indotte da alti 
livelli di PEA: per esempio, essi mostrano una diminuzione degli effetti iperlocomotori 
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dell‟anfetamina, o alterazioni nella distribuzione del flusso sanguigno cerebrale (Yin, 
2006). In questi animali la PEA è probabilmente responsabile anche della riduzione dei 
recettori D2-like e della supersensibilità dei recettori D1 nello striato (Chen, 1999). 
Recentemente, la PEA e il recettore TAAR sono stati considerati possibili ed importanti 
bersagli per alcuni studi psichiatrici quali la schizofrenia, la mania, l‟ADHD e la 
dipendenza da metanfetamina.  
 
2.7 TOPI MAO-AB KO  
 
Recentemente è stata caratterizzata e sviluppata una nuova linea di topi MAO-AB KO 
(Chen et al., 2004), i quali hanno una mutazione spontanea puntiforme della MAO-A e 
un‟ablazione della MAO-B. Questi topi presentano una vasta gamma di fenotipi unici, 
che non possono essere ricondotti a una mera somma dei fenotipi MAO-A KO e MAO-
B KO. I livelli di 5-HT, NE, DA e PEA sono molto più alti rispetto a quelli presenti sia nei 
MAO-A KO che MAO-B KO (vedi tabella 2). Inoltre, il fenotipo comportamentale in 
questi animali è caratterizzato da una bassa locomozione indotta da un oggetto nuovo, 
da alti livelli di comportamenti ansiosi nell‟elevated plus maze e da una bassa latenza 




Scopo dello studio 
 
Come precedentemente menzionato studi clinici e di base suggeriscono l‟associazione 
tra una bassa attività della MAO-A e tratti comportamentali aggressivi e antisociali 
(Alia-Klein, 2008; Oreland, 2007). La sindrome di Brunner rappresenta la migliore 
esemplificazione del link esistente tra la presenza di una mutazione puntiforme 
nonsense nel gene Maoa e un comportamento antisociale ed impulsivo (Brunner, 
1993). Lo sviluppo e la caratterizzazione di una linea di topi KO per il gene Maoa ha 
permesso di ampliare le conoscenze relative ai meccanismi fisiopatologici che 
sottendono a tale sindrome (Cases, 1995; Scitt, 2008).  
Molteplici evidenze sperimentali hanno inoltre suggerito il coinvolgimento dell‟enzima 
MAO-A nel controllo della reattività emozionale e dell‟impulsività (Caspi, 2002; 
Brummett, 2008; Manuck, 2000). Recentemente, diversi lavori hanno dimostrato un 
associazione tra la presenza di varianti polimorfiche del gene Maoa, bassa attività della 
MAO-A e il disturbo ossessivo compulsivo (OCD) (Camarena, 2001; Kim, 2006). 
Tuttavia, il ruolo svolto dalla MAO-A nell‟OCD e nei comportamenti anormali associati a 
tale disturbo non può essere studiato in maniera ottimale nei MAO-A KO. Infatti, la 
severità e la complessità delle anormalità sia comportamentali che neurochimiche che 
si manifestano in questi animali sembrano mascherare disturbi emozionali più sottili. Un 
attraente e alternativo approccio che permetta di superare tale difficoltà è lo sviluppo di 
una linea di topi mutanti caratterizzati da una variante ipomorfica della MAO-A, che 
determina una bassa penetranza dei fenotipi comportamentali anormali associati con 
una deficienza della MAO-A. Un metodo altamente affidabile per la produzione di topi 
portatori di mutazione ipomorfica è l‟inserzione intronica di cassette estranee nel gene 
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in esame (Barrow, 1996; Rucker, 2000). Gli obiettivi di questo studio sono stati: a) la 
generazione e lo sviluppo di una nuova linea di topi trangenici, caratterizzati da un 
ipomorfismo delIa MAO-A, i MAO-Aneo; b) la caratterizzazione morfologica, 
neurochimica e comportamentale di questa linea di topi transgenici e c ) il loro 
confronto rispetto ai topi MAO-A KO ed ai wild-type (WT). 
Il costrutto e i topi MAO-Aneo sono stati forniti dal Department of Pharmacology and 
Pharmaceutical Sciences, School of Pharmacy, University of Southern California, Los 
Angeles, CA, USA.  
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3.1 Produzione e allevamento dei topi MAO-Aneo 
 
Il costrutto MAO-Aneo è stato disegnato e realizzato per ospitare una cassetta floxed 
neomicina selettiva (NeoR) e la sequenza loxP nell‟introne 11. Questa particolare 
configurazione è stata progettata per permettere, tramite la ricombinazione delle 
sequenze Cre, la rimozione della cassetta NeoR e dell‟esone 12 (il quale codifica per il 
sito attivo dell‟enzima). I dettagli della generazione dei topi MAO-Aneo sono illustrati 
nella figura 9. Brevemente, il vettore targeting MAO-Aneo deriva dal plasmide pPGHneo-
I- contenente la cassetta NeoR con il promotore della fosfogliceratochinasi 1 (PGK1) – 
e un clone MAO-A BamHI di 9-kb (Fig. 9A). Il vettore target MAO Aneo è stato introdotto, 
tramite elettroporazione come precedentemente descritto da Wu at al,. (1994), 
all‟interno di cellule staminali embrionali che sono state successivamente incubate in 
un mezzo di coltura contenente la gentamicina per la selezione dei cloni neomicina-
resistenti. Due indipendenti cloni omologhi ricombinanti neomicina-resistenti sono stati 
selezionati e usati per generare le due linee di topi 129S6/SvEvTac. La presenza del 
IoxP è stata accertata tramite PCR del DNA genomico, e la linea di topi MAO Aneo 
selezionata è stata poi ampliata all‟interno di una colonia stabile. 
All‟interno dello studio i topi MAO Aneo sono stati confrontati i con topi della stessa età 
di WT e i MAO-A KO con il background genetico dei topi 129S6. In particolare, per i 
topi MAO-A KO, sono stati utilizzati usando i topi MAO-AA863T KO, i quali presentano 
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una mutazione spontanea nonsense sorprendentemente simile a quella che 
caratterizza la sindrome di Brunner. Ciascuna linea è stata allevata con coppie 
omogenotipiche e re-incrociate con 129S6 ogni 3 generazioni. 
In tutti gli esperimenti sono stati utilizzati  topi maschi 129S6 (dell‟età di 2-3 mesi) del 
peso di 25 e 35 g., stabulati in stanze con una temperatura di circa 22°C con un ciclo 
luce/buio di 12h. In ciascun test biochimico e comportamentale sono stati utilizzati topi 
provenienti da tre differenti figliate. 
 
3.2 Generazione dei vettori Target dei MAO-Aneo 
 
Per costruire il vettore target è stato usato un frammento BamHI di 9-kb del gene della 
MAO-A contenente gli esoni 10-13 (Fig.9). Questo frammento è costituito da un 
frammento di 6.7 kb e da un frammento EcoRI-BamHI di 2.0 kb. Il frammento 6.7 kb 
contiene un unico sito di SphI tra l‟esone 11 e 12, che è stato usato per l‟inserzione del 
IoxP. Il frammento di 2.0 kb è stato usato per legare la cassetta NeoR al sito 5‟ EcoRI 
nell‟esone 13. 
La casetta EcoRI-NeoR di 1.6 kb, isolata dal vettore pPGK1neo, contiene il promotore 
di 460-bp della fosfogliceratochinasi (PGK1), seguito da una regione di 828 bp che 
codifica la NeoR e da un segnale poliadenilato fiancheggiato da due sequenze IoxP. La 
sequenza 3‟-terminale IoxP è stata isolata tramite digestione SacI-EcoRI. Il frammento 
di 280 bp ottenuto è stato legato blunt-end al sito Sphl tra l‟esone 11 e 12, dando 
origine ad un frammento BamHI-BglII di 7.0 kb con una sequenza di IoxP dentro 
l‟introne 11. La direzione del IoxP è stata rilevata tramite sequenziamento dei prodotti 
PCR usando i primers In11F2 e In11R1. Le condizioni della PCR usate sono: 3 min alla 
temperatura di 94°C, seguita da 30 cicli di 30 sec a 94°C, 30 sec a 50°C, 45 sec a 
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72°C, e 3 min a 72°C. Il clone, contenente un frammento BamHI-BglII di 7.0 kb, digerito 
con EcoRI per rimuovere l‟esone 10 e produrre un frammento ECORI di 5.7 kb con 
l‟esone 11-loxP-esone12, è stato clonato nel vettore pBSK. Un frammento EcoRI-
BamHI contenente l‟esone 13 è stato clonato direzionalmente al 3‟-terminale della 
cassetta loxP NeoR producendo un frammento EcoRI-BamHI di 3.6 kb. Questo 
frammento è stato successivamente legato con il frammento di 5.7 kb, ottenendo il 
finale vettore target MAO A NeoR nel PBSK . 
 
3.3 Generatione dei topi  MAO-Aneo 
 
Il vettore target della MAO Aneo  (plasmide pBSK-Ex11/loxP/12/Neo/13) è stato 
linearizzato con XhoI, prodotto tramite elettroporazione nelle cellule staminali 
embrionali (ES) 1×107 J1, e incubato in terreni di coltura con gentamicina solfato 
(G418) per selezionare i cloni neomicina-resistenti. Tre piastre di 96 pozzetti sono state 
scrinate tramite PCR per la ricombinazione omologa e verificate tramite Southern blot. 
Come previsto, nei cloni di cellule ES è stata isolata una banda BamHI di 11-kb, 
costituta da un frammento di 0.28 kb LoxP nell‟introne 11 e una casetta floxed NeoR di 
1.6-kb nell‟introne 12; nei topi WT di controllo privi delle inserzioni è stato identificato un 
frammento di 9-kb.  
I cloni delle cellule ES con la ricombinazione omologa per la MAO-Aneo sono stati 






3.4 Genotipizzazione  
 
Per i topi MAO-Aneo, sono stati usati specifici primer per il DNA genomico della MAO-A 
(porzione intronica), In11F2 e In11R1 (Tabella 3). Il DNA è stato amplificato tramite hot 
start di 4 min a 94°C, seguita da 35 cicli di 30 sec a 94°C, 40 sec a 50°C e 45 sec a 
72°C, e successivamente un‟estensione finale di 5 min a 72°C. La dimensione del 
prodotto della PCR è di 220 bp per i WT e di 500 bp per i MAO-Aneo (Fig. 12). Per i topi 
MAO-Aflox e MAO-AΔ12 KO, sono stati usati i primer In11F and In12R4. Il DNA è stato 
amplificato con un hot start di 3 min a 94°C, seguita da 35 cicli di 30 sec a 94°C, 40 sec 
a 54°C e 90 sec a 72°C, e successivamente un‟estensione finale di 5 min a 72°C. La 
dimensione del prodotto della PCR è di 1.5 kb per i MAO-Aflox , 0.6 kb per i MAO-AΔ12 
KO e di 1.2 kb per i topi WT (Fig. 12).  
 
Tabella 3. Sequenze dei primers per la genotipizzazione e l’RT-PCR 
_______________________________________________________ 
Primer name Primer sequence (5‟ to 3‟) 
_______________________________________________________ 
Per la genotipizzazione PCR: 
   In11F1 GAATCTGTACGAATGAGAG 
   In11F2 CGAATGAGAGTATCCTCTCTTCC 
   In11R1 GGAAAAGAGGGAGGAGTAAG 
   In12R4 GTGGGATACTATATCCTATGTCTG 
Per RT-PCR: 
   Ex11F GGAAAATCTGTGAGCTGTATGCC 
   Ex12F CCTGGTATCATGACTCTGTATGG 
   Ex14R CTTGGACTCAGGCTCTTGAAC 
   NeoR1 CGCTCAGAAGAACTCGTCAAG 






La clorgilina idrocloride e la fluoxetina idrocloride (Sigma Aldrich, St. Luis, MO) sono 
stati disciolti in 0.9% di soluzione salina e somministrati i.p. in un volume di iniezione di 
10ml/kg. 
 
5 Studi biochimici 
 
5.1 Analisi del mRNA MAO-A tramite Reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR) 
 
Topi adulti maschi WT e MAO-Aneo sono stati sacrificati e i loro cervelli rimossi. L‟RNA 
totale è stato isolato usando il reagente Trizol® (Invitrogen) e sono stai utilizzati 5 
microgrammi di RNA totale per la sintesi del primo strand di cDNA utilizzando la 
transcrittasi inversa (Invitrogen). Per la reazione PCR sono stati utilizzati il set di 
primers forward, E11F, e reverse NeoR1, la cui sequenza è illustrata nella Tabella 3. 
 
5.2 Real-time quantitativa (RT-PCR) dell’mRNA MAO-A dei topi WT e 
MAO-Aneo 
 
Le reazioni di RT-PCR sono state effettuate utilizzando i primers E11F e NeoR1 (tab. 
3) e i reagenti SyBr Green. Le condizioni della reazione di PCR sono state le seguenti: 
95 °C per 3 min., 35 cicli consistenti in 30 s a 94 °C, 30 s a 56 °C, e infine uno step di 
30s a 72 °C. I prodotti della PCR sono stati quindi visualizzati e quantizzati tramite il 
sistema ottico iCycler della Bio-Rad. Per eliminare le differenze indotte da una diversa 
quantizzazione del RNA utilizzato nella reazione di RT-PCR, abbiamo utilizzato come 
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standard interno il 18s rRNA. Le reazioni con il 18s rRNA sono state effettuate in 
triplicato in tubi separati e le medie dei valori soglia dei cicli (CT) è stato utilizzato per i 
calcoli quantitativi. Le relative differenze del mRNA fra gli animali WT e MAO-Aneo sono 
state calcolate usando il metodo ΔΔCT rappresentati come percentuale dell‟input uguali 
al 100%. 
 
5.3 Analisi dell’attività catabolica della MAO-A 
 
I topi adulti sono stati anestetizzati con alotano e immediatamente decapitati 40 minuti 
dopo l‟iniezione intraperitoneale di clorgilina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) (10 mg/kg) 
o di salina. I cervelli sono stati rimossi velocemente (30 sec dalla decapitazione) e le 
sezioni di cervello, individuate seguendo l‟Atlante Franklin e Paxinos (1997),  sono 
state congelate in ghiaccio secco e conservate a -80°C prima di essere utilizzate per 
l‟analisi. Le aree individuate e utilizzate per l‟analisi corrispondono a: corteccia 
prefrontale (1.60-2.50 mm rostrale al bregma); amigdala (1.20-2.80 mm caudale al 
bregma); ippocampo (2.00-4.00 mm caudale al bregma); striato (1.40-0.10 mm rostrale 
al bregma); mesencefalo (4.00-6.00 mm caudale al bregma); cervelletto (6.50-10 mm 
caudale al bregma). L‟attività della MAO-A (espressa in nanomoli per 20min/mg di 
proteina) è stata determinata secondo il protocollo precedentemente descritto da Wu 
H-F (1983), utilizzando come substrato il [3H]5-HT. 
 
5.4 Determinazione dei livelli di monoamina 
 
Gli animali sono stati sacrificati e le aree di cervello sezionate come descritto nel 
paragrafo precedente. I campioni sono stati successivamente omogeneizzati in una 
soluzione contenente 0.1 M di acido tricloroacetico, 10 mM di acetato di sodio, e 0.1 
41 
 
mM di EDTA, un 1 µM di isoprotenerolo quale standard interno. L‟omogenato è stato 
sonicato e centrifugato, e il surnatante è stato usato per l‟analisi all‟HPLC (high 
performance liquid chromatography). Sono stati usati come standards 5-HT, NE, DA, 5-
HIAA e DOPAC. Le concentrazioni delle proteine sono state determinate tramite il kit 
della Pierce, utilizzando il protocollo fornito dalla ditta. La fase mobile è stata costituita 
dal buffer di omogenizzazione (privo di isoprotenerolo) contenente il 7% di metanolo 
per il rilevamento della 5-HT e della 5-HIAA. La NE, la DA, e il DOPAC sono stati 
quantificati separatamente usando come fase mobile una soluzione di acido 
tricloroacetico priva di metanolo. La fase mobile è stata filtrata e degasata, e la velocità 
della pompa settata a 1.5 ml/min. La colonna della fase-inversa usata è una Rexchrom 
S50100-ODS C18 con un altezza di 25 cm e un diametro interno di 4.6 mm (Regis, 
Morton Grove, IL). I composti sono stati misurati a +0.7 V usando un detector 
elettrochimico Shimadzu L-ECD-6°. 
 
5.5 Analisi statistica  
 
L‟attività enzimatica della MAO-A, i livelli della 5-HT e della NE nei tre diversi genotipi 
sono stati calcolati su una media ± SEM (n. 6-12). I valori sono stati analizzati e 






6.1 Preparazione tessuto celebrale 
 
 I topi sono stati anestetizzati con cloralio idrato ( 400 mg/Kg, i.p.) e perfusi per via 
transcardiaca con il 4% di paraformaldeide in 0.1 M di buffer fosfato salino (PBS, pH 
7.4). I cervelli sono stati rapidamente rimossi e post-fissati nello stesso fissativo per 6 
h. Dopo ripetuti lavaggi in 0,1 M di PBS, i cervelli sono stati crioprotetti in 30% di 
sucroso in PBS per 48 h. Sono state preparate con un criostato sezioni coronali 
(spesse 40 μm) contenenti nei vari livelli le aree del cervello selezionate, e 
l’immunostaining è stata svolta in sezioni in free-floating. Sono state raccolte sezioni 
contigue e marcate con Neutral Red per facilitare l‟identificazione delle aree 
selezionate. 
 
6.2 5-HTT l’immunofluorescenza 
 
Per bloccare le immunoglobuline endogene del topo, le sezioni di tessuto sono state 
incubate per 1 ora alla temperatura di 20 °C in una soluzione di M.O.M™, reagente 
bloccante delle immunoglobuline del topo, preparato seguendo le specifiche della ditta 
(Vector Laboratories, Burlingame, CA). Successivamente, dopo lavaggi in PBS/0.2% 
Triton X-100 è stato eseguito un pre-blocco delle sezioni di tessuto con il 10% di siero 
normale di capra, l‟1% di siero albumina bovina (BSA) e lo 0,2 % di Triton x-100 in PBS 
per 1 h a temperatura ambiente. Le sezioni sono state incubate per 24 h alla 
temperatura di 4 °C con l‟anticorpo anti-5HTT monoclonale prodotto in topo (1:1000; 
Chemicon, Temecula, CA, USA). In seguito, dopo lavaggi in PBS/0.2% Triton X-100, le 
sezioni sono state incubate con Alexa Fluor® 488-labeled goat anti-mouse (1:250, 
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Molecular Probes, Eugene, OR, USA) per 1 h in camera oscura a temperatura 
ambiente. Successivamente, le sezioni di tessuto sono state risciacquate e montate su 
vetrini Superfrost con una soluzione antifading. Gli esperimenti standard di controllo 
sono stati eseguiti con l‟omissione degli anticorpi primari o secondari non rivelano 
nessuna immunofluorescenza. 
 
6.3 Immagini e analisi quantitativa dell’immunofluorescenza della 5-HTT 
 
Le regioni cerebrali individuate per l‟analisi, in accordo con l‟Atlante Paxinos e Watson 
(1997) corrispondono a: l‟area 3 e 1 (Cg3 e Cg1) della corteccia cingolata (AP+2.20), il 
caudato-putamen (CPu), il core (NAcC) e lo shell (NAcS) del nucleo accumbens 
(AP+1.10), e i nuclei dell‟amigdala basolaterale (BLA) (AP-1.34) (Fig.12). Tutte le 
immagini, sono state realizzate utilizzando un microscopio a fluorescenza olympus 71X 
equipaggiato con obiettivi (plan-apocromatici) con ingrandimenti 2.5, 4, 10, 20 e 60X ad 
immersione ad olio e sono state catturate con una telecamera View II 12-bit CCD F 
(Olympus, Hamburg, Germany). La risoluzione delle immagini digitali, effettuate con 
l„ingrandimento 60X, è di 0.1 μm/pixel. L„eccitazione della luce è attenuata con il 6% di 
trasmittanza usando un filtro a densità neutra. L„analisi semi-quantitativa è stata 
eseguita, utilizzando l„ingrandimento 60X, su tre aree non sovrapposte (~16 000 μm2) 
di due sezioni di tessuto per ogni regione cerebrale di ogni animale. Ogni immagine è 
ottenuta sommando l'intensità massima di 8 immagini prese ad un intervallo di 0,25 μm 
di profondità, per un totale di 2 μm di spessore utilizzando il modulo Z-stack del 
software (Olympus soft Imaging solution, GNHB, Munster, Germany). Le composizioni 
dei colori sono state realizzate utilizzando le immagini ottenute con ogni singolo 
anticorpo come canali RGB. L„analisi delle immagini è stata fatta utilizzando il software 
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Cell P AnalySIS. Le fibre positive sono state quantificate applicando una soglia di 
densità ad ogni singolo canale in scala di grigi. Successivamente è stata stimata la 
percentuale della superficie di ciascuna immagine occupata dalle fibre positive. I valori 
medi sono stati calcolati su sei immagini per ogni regione del cervello di ciascun 
animale. 
 
6.4 Analisi statistica  
 
I dati di densitometria sono stati calcolati su una media ± SEM di sei immagini non-
sovrapposte per regione di cervello in ciascun animale, espresse come una 
percentuale dell‟area coperta dalla immunoreattività del 5-HTT, analizzata con un one 
way-ANOVA. Il test di Newman-Keuls è stato usato per tutti i confronti post-doc. 
 
7 Test comportamentali  
 
7.1 Open field 
 
L‟analisi dell‟attività locomotoria è stata svolta come descritta da Scott et al. (2008). 
L‟open field consiste in un‟arena quadrata e grigia (40 x 40 cm) con 4 pareti nere (alte 
40 cm). Nel pavimento sono state definite due zone di area equivalente: un quadrato 
centrale di 28.28 cm per lato, e una cornice concentrica periferica che include un area 
di 11.72 cm dalle pareti. Gli animali sono stati posizionati nelle aree centrali per tre 
giorni consecutivi e il comportamento è stato monitorato per la durata di 5 min. L‟analisi 
dell‟attività locomotoria, la durata del tempo trascorso nella zona centrale e nella 
periferia, la distanza percorsa sia nel quadrato centrale che in quello periferico sono 
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stati monitorati usando il software Ethovision (Noldus Instruments, Wageningen, The 
Netherlands). La percentuale di attività locomotoria nel centro è stata calcolata in base 
alla distanza trascorsa nel centro sulla distanza totale percorsa. 
 
7.2 Resident-intruder test 
 
Gli animali sono stati stabulati singolarmente per 7 giorni e quindi l‟animale resident è 
stato messo in contatto con l‟animale intruder (co-specifico, ma di diversa cucciolata) 
per un periodo di tempo di 5 min. Il comportamento è stato video monitorato, registrato 
e valutato da un osservatore non a conoscenza del genotipo degli animali. Le 
misurazioni includono: (i) latenza all‟attacco, (ii) durata (totale) dell‟attacco, (iii) numero 
di morsi aggressivi, (iv) attività totale di locomozione, misurata come numero di 
crossings valutati su una griglia posizionata sopra l‟immagine del video di ciascuna 
gabbia. Per valutare il possibile impatto della componente ansiosa sul comportamento 
aggressivo abbiamo eseguito il test con due differenti livelli di luce ambientale: normale 
( 100 lux) e tenue (10 lux). 
 
7.3 Marble burying 
 
I topi sono stati posti in una gabbia di Makrolon (35 x 28 cm), il cui pavimento è stato 
ricoperto con uno strato di fine segatura profondo 5 cm. La luce e il rumore di fondo 
nella stanza sono stati mantenuti a 5 lux e a 70 dB. I topi sono stati messi uno per 
gabbia per un tempo di 30 min. per l‟abituamento. Quindi, dopo aver tolto gli animali 
dalla gabbia, 20 biglie (1 cm di diametro) sono state posizionate sopra la segatura ad 
una distanza regolare l‟una dall‟altra. I topi sono stati rimessi all‟interno della gabbia e 
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lasciati indisturbati per 30 min. Il loro comportamento e il numero di biglie nascoste 
dagli animali sono state video registrate e monitorate da due osservatori indipendenti 
non a conoscenza del genotipo. Una biglia è stata considerata nascosta se veniva 
coperta per due terzi dalla segatura. L‟attività locomotoria è stata analizzata contando il 
crossing su una griglia (5 x 4 ) posizionata sopra l‟immagine del video di ciascuna 
gabbia. 
 
7.4 Elevated plus-maze 
 
La struttura usata per tale test è un labirinto costituito da quattro bracci, disposti in 
modo tale da formare una croce: due bracci (25 x 5 cm), posti uno di fronte all‟altro, 
non possiedono le pareti ( bracci aperti), mentre gli altri due (25 x 5 x 5 cm) hanno le 
pareti (bracci chiusi). I bracci sono connessi tra loro da una piattaforma centrale che 
costituisce il punto di partenza. L‟intero labirinto è stato posto a 65 cm da terra. Il 
comportamento è stato valutato da un osservatore non a conoscenza del genotipo 
dell‟animale. I topi sono stati posti singolarmente nel centro del labirinto, rivolti verso un 
braccio aperto e liberi di esplorare il labirinto per 5 min. La luce e il rumore di fondo 
nella stanza sono stati mantenuti a 10 lux e a 70 dB. Sono stati valutati: a) il tempo 
trascorso dall‟animale all‟interno di ciascun braccio e al centro della piattaforma; b) il 
numero di ingressi nei bracci aperti e chiusi ( tutte e quattro le zampe dell‟animale 






7.5 Water mist-induced grooming 
 
Il test water mist induced grooming è stato effettuato secondo la procedura descritta da 
Hill et al (2007). Brevemente, i topi dopo un periodo di abituamento di 30 min. sono 
stati sottoposti al test nelle stesse condizioni sperimentali del murble. Dopo aver 
verificato (per 5 min) che i topi non mostrassero alcun grooming spontaneo, sono stati 
quindi sottoposti a due spruzzi di acqua distillata nebulizzata. Gli animali sono stati 
quindi lasciati indisturbati e il grooming è stato registrato e monitorato. La durata 
complessiva del grooming e la frequenza dei principi di grooming sono stati poi 
analizzati indipendentemente da due osservatori non a conoscenza del genotipo degli 
animali. 
 
7.6 Analisi statistica 
 
La normalità e la omoschedasticità della distribuzione dei dati è stata verificata usando 
il test di Kolmogorov-Smirnov e Bartlett‟s. Le analisi parametriche sono state svolte con 
un ANOVA a una o due vie, a seconda dei casi, seguita dal Tukey‟s test con correzione 
Spjotvoll-Stoline per la comparazione post-doc delle medie. Le analisi non 
parametriche sono state svolte con Kruskall-Wallis test, seguita dal Nemenyi‟s test per 








8.1 Il sequenziamento rivela un  trascritto chimerico nei topi Maoa-neo  
 
La RT-PCR ha rivelato nei topi MAO-Aneo la presenza di una banda di 210 bp, 
corrispondente alla cassetta NeoR (fig. 9B). Il sequenziamento del prodotto della PCR 
ha permesso di identificare un trascritto chimerico caratterizzato dalla sequenza degli 
esoni 11 e 12 seguiti dal promotore della PGK1 della cassetta NeoR. Questa porzione 
aberrante di mRNA è tradotta in una proteina MAO-A non funzionale, caratterizzata 
dalla sostituzione di un‟arginina con una serina nella posizione 421, seguita da un 
dominio C-terminale troncato contenente 10 amino acidi tradotti dal promotore PGK1 
(Fig.9C). Allo scopo di verificare la natura ipomorfica della mutazione MAO-Aneo, sono 
stati misurati i livelli del mRNA del Maoa wild type (Fig. 9D). In tutte le regioni cerebrali 
analizzate si è vista una significativa riduzione del mRNA WT nei topi MAO-Aneo 
rispetto ai WT (Fig. 9E). 
 
8.2 I topi maschi MAO-Aneo presentano una bassa attività enzimatica della 
MAO-A nella corteccia prefrontale e nell’amigdala 
 
La bassa sensibilità e selettività degli anticorpi murini anti-MAO in esperimenti 
preliminari di immunoblotting o immunoistochimica, non ha permesso di valutare 
l‟attività enzimatica della MAO nelle diverse aree celebrali dei MAO-Aneo. Pertanto sono 
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stati valutati i livelli dell‟attività enzimatica delle MAO nelle diverse aree celebrali dei 
topi MAO-Aneo. I topi MAO-A KO non hanno esibito alcuna attività catalitica della MAO-
A in nessuna regione cerebrale, mentre i MAO-Aneo hanno mostrato una bassa ma 
rilevabile attività enzimatica nella corteccia prefrontale e nella amigdala. Tale attività è 
completamente abolita dal trattamento con la clorgilina (10 mg/Kg, i.p., 40 minuti prima 
del sacrificio), inibitore selettivo della MAO-A (Fig. 13A-B). L‟attività della MAO-A si è 
rilevata al di sotto della soglia di determinazione in ogni altra regione cerebrale dei 
MAO-Aneo (Fig. 13C-E). 
Per verificare se le modificazioni rilevate nei topi MAO-Aneo sono dovute alla presenza 
della cassetta NeoR sono stati confrontati i livelli dell‟attività enzimatica dei MAO-Aneo 
con quelli delle progenie delle linee ricombinati, ottenute dai loro incroci con i topi 
BALB/c CMV-Cre (che ha un espressione ubiquitaria della ricombinasi Cre). Sono state 
generate due linee di topi ricombinanti (Fig.11): 
1) Topi MAO-A12 KO, ottenuti dalla ricombinazione della sequenza IoxP nell‟introne 
11 con a valle la sequenza IoxP della cassetta NeoR; questa linea è caratterizzata: 
a) dalla perdita sia dell‟esone 12 del gene Maoa sia della cassetta NeoR; b) 
dall‟assenza dell‟attività della MAO-A in tutte le regioni cerebrali (dati non mostrati); 
2) Topi MAO-Aflox, nei quali la ricombinazione, mediata dal Cre, di due sequenze IoxP 
Neo-fiancheggianti, determina la perdita della cassetta di selezione. I livelli 
dell‟attività enzimatica della MAO-A in tutte le aree cerebrali analizzate sono simili a 
quelli presenti nei topi WT, dimostrando che la ridotta attività della MAO-A nel 
cervello dei topi MAO-Aneo è dovuta dalla presenza della cassetta NeoR. 
Quindi, dal momento che è stato dimostrato che differenti ceppi possono influenzare 
ampiamente sia i livelli delle monoamine che le risposte emozionali nei roditori, per 
lo studio neurochimico e comportamentale dei topi MAO-Aneo, non è stato possibile 
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usare come controlli i topi MAO-Aflox e MAO-AΔ12 KO (portatori di background misto 
129S6/SvEvTacS6 – BALB/c). 
 
8.3 I topi maschi MAO-Aneo hanno livelli normali di 5-HT nella corteccia 
prefrontale, nell’amigdala e nello striato 
 
La fig. 13 (F-G) rivela che i livelli di 5-HT nella corteccia prefrontale e nell‟amigdala dei 
topi MAO-Aneo sono simili a quelli presenti nei WT e significativamente più bassi 
(P<0.001, ANOVA; Tukey‟s test) rispetto a quelli presenti nei MAO-A KO. Nello striato, i 
livelli di 5-HT sono identici in tutti i genotipi (fig. 13H), mentre sia i MAO-Aneo che i 
MAO-A KO hanno livelli significativamente più alti rispetto ai WT nell‟ippocampo (Fig. 
13I) (P<0.01, ANOVA) e nel mesencefalo (Fig. 13J) (P<0.01, ANOVA). I livelli di NE nei 
MAO-Aneo e dei MAO-A KO sono significativamente più alti rispetto ai WT in tutte le 
regioni cerebrali (Fig. 13 K-O). Tuttavia i livelli di NE nell‟amigdala dei MAO-Aneo sono 
significativamente più bassi (P<0.05, ANOVA, Tukey‟s test) rispetto a quelli dei MAO-A 
KO (Fig. 13L). I livelli di DA sono uguali in tutte le regioni cerebrali dei tre genotipi (dati 
non mostrati). Infine i livelli di 5-HT, NE e dei metaboliti della DA (5-HIAA e DOPAC) 
sono significativamente ridotti nei MAO-Aneo rispetto ai controlli WT (dati non mostrati). 
 
9 5-HTT Immnunoistochimica 
 
Per determinare le possibili differenze delle fibre serotoninergiche tra i topi MAO-Aneo, 
MAO-A KO e WT abbiamo usato anticorpi altamente specifici per il 5-HTT quale 
markers delle terminazioni 5-HTergiche. Nessuna immunoreattività (IR) è stata 
osservata quando l‟anticorpo primario o l‟anticorpo secondario è stato omesso dalla 
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reazione. Come precedentemente descritto (Miner et al., 2000), le fibre 5-HTT-
immunoreattive sono densamente e uniformemente distribuite attraverso tutti gli strati 
della corteccia prefrontale (PFC) (Cg3 and Cg1). La figura 14  mostra nella Cg1 (14A) e 
nella Cg3 (14D) dei topi WT le fibre 5-HTT-immunoreattive che si ramificano 
frequentemente e presentano una morfologia eterogenea che presenta fibre che 
variano da sottili e non varicose a spesse e varicose. Inoltre, la marcatura 5-HTT 
mostra una densa IR attraverso il Nac core e la BLA (fig. 15A, 15D) dei topi WT. Come 
si vede nelle figure 14B, 14C e 14E, 14F la immunoreattività della 5-HTT è più bassa 
nella Cg1 e nella Cg3 dei topi MAO-Aneo e MAO-A KO rispetto ai WT. Inoltre, è stata 
evidenziata. anche una più bassa 5-HTT IR nel NAc core e nella BLA dei topi MAO-
Aneo (fig. 15B,15E) e dei MAO-A KO (fig. 15C,15F) rispetto ai topi WT. 
Le strutture immunoreattive per il 5-HTT sono state quantificate nella PFC (Cg3 e Cg1), 
nel caudato dorsale (DC), nel NAc core e NAc shell, e nella BLA di tutti e tre i genotipi. 
In tutte le aree cerebrali  analizzate sono state identificate differenze significative tra i 
gruppi (fig. 16): Cg1; F(2,16) =19,74, P< 0.0001; Cg3: F(2,16) = 33.18, P< 0.0001; 
CPu: F(2,16) = 25.29, P<0.0001; NacC (F2,16) = 41.81, P<0.0001; NAcS (F2,16) = 
10,32, P= 0.0018; BLA (F2,16) = 42.82, P<0.0001. L‟analisi post-hoc ha rivelato che la 
5-HTTR-IR è significativamente ridotta del 56 % nella Cg1 (p<0.001), 57% nella Cg3 
(p<0.001), 55% nella BLA (p<0.001), 51% nel CPu, rispettivamente del 63 % e 65 % 
nel NAc Core e NAc Shell dei topi MAO-Aneo rispetto ai topi WT (fig 16); mentre è stata 
osservata una riduzione significativa della 5-HTT-IR nei MAO-A KO, solo nella Cg3 (-
17%, p<0.05), nel NAc Core  (-33%, p<0.001) e nella BLA (-26, p<0.01) rispetto ai WT. 
Inoltre, l‟analisi post-doc ha rilevato anche una significativa diminuzione delle fibre 5-
HTT-IR nella Cg3 (p<0.001), nella Cg1(p<0.01), nella CPu (p<0.001), nella NAc 
core(p<0.001), nella NAc shell (p<0.05) e nella BLA (p<0.05) dei topi MAO-Aneo rispetto 
ai topi MAO-A KO. 
52 
 
10 Test comportamentali 
 
10.1 I topi MAO-Aneo esibiscono risposte ansiose e compulsive ma una bassa 
aggressività nel resident intruder test 
 
Allo scopo di evidenziare i diversi aspetti della reattività emozionali nei topi WT, MAO-
Aneo e MAO-A KO le loro risposte comportamentali sono state valutate in diversi test. 
Nel novel open field, sia i topi MAO-Aneo che i topi MAO-A KO hanno mostrato, durante 
tutti i tre giorni di esperimento, una significativa riduzione dell‟attività locomotoria in 
confronto agli equivalenti WT (Fig. 17B)  (P<0.001, ANOVA), sebbene i MAO-A KO 
percorrano distanze maggiori rispetto ai MAO-Aneo (P<0.05, Tukey‟s). I MAO-Aneo 
esibiscono rispetto agli altri genotipi, un aumento dei comportamenti ansiosi, come 
dimostrato dalla riduzione del tempo trascorso nel quadrante centrale (P<0.05) (Fig. 
17C) dall‟attività motoria (P<0.001) (Fig. 17D) e dal numero di entrata nel quadrante 
centrale dell‟arena ( P<0.001). Le performance locomotorie dei MAO-Aneo sono 
caratterizzate da un significativo aumento nella “tortuosità”, nel meandering e del 
continuo counter-clockwise turning (Fig. 17E,F) rispetto agli animali WT e MAO-A KO. 
In contrasto al potenziamento della tigmotassi dimostrata nel paradigma dell‟open-field, 
i MAO-Aneo non manifestano una significativa alterazione del tempo trascorso e del 
numero di entrate nei bracci aperti dell‟elevated plus maze (dati non mostrati), in modo 
simile ai topi WT e MAO-A KO. 
Successivamente abbiamo testato i topi MAO-Aneo  con il marble burying e il grooming 
indotto dal water-mist, due validi modelli di comportamenti compulsivi. I MAO-Aneo  
hanno esibito maggiori comportamenti di marble-burying (Fig. 17G) e di digging (Fig. 
17H) rispetto ai WT e ai MAO-A KO (P<0.001). Analogamente, mentre tra i tre genotipi 
non è stata osservata alcuna differenza nell‟attività basale di grooming, il water mist ha 
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indotto nei MAO-Aneo un significativo aumento degli episodi di grooming bouts (Fig. 17I) 
(P<0.05) e della loro durata (Fig. 17J) (P<0.01), rispetto ai topi WT e MAO-A KO. 
Nel test del resident-intruder, i topi MAO-Aneo generalmente, non mostrano nei primi 
cinque minuti di osservazione un atteggiamento di lotta e hanno un periodo di latenza 
media di attacco di circa 425.30 ± 60.53 s. In particolare, queste misure sono 
significativamente più alte rispetto agli altri due genotipi (Fig. 17K) (P<0.001, Kruskall-
Wallis). Il post-hoc rivela una significativa differenza tra MAO-Aneo, WT (P<0.05, 
Nemenyi‟s) e MAO-A KO. Inoltre, i topi MAO-Aneo mostrano una significativa più bassa 
frequenza (Fig. 17L) (P0.001, ANOVA; Tukey‟s test) e durata (Fig. 17M) (P<0.001; 
ANOVA; Tukey‟s test) dell‟atteggiamento di lotta rispetto ai conspecifici. Durante il test 
non è stata rilevata nessuna differenza sull‟attività locomotoria, escludendo così la 
possibilità di artefatti sperimentali. 
 
10.2 La fluoxetina migliora l’ansia e i comportamenti compulsivi nei MAO-Aneo  
 
L‟anormale comportamento dei topi MAO-Aneo nell‟open-field è stata normalizzato dalla 
fluoxetina, il più comune bloccante del trasportatore 5-HTT comunemente utilizzato nei 
trattamenti dell‟OCD (Fig. 18A). In particolare, la fluoxetina aumenta il tempo e la 
relativa distanza dal centro nei MAO-Aneo (P<0.001 rispetto ai MAO-Aneo trattati con 
salina) (Fig.18C-D), senza compromettere l‟attività motoria (Fig. 18B). Lo stesso 
trattamento elimina la locomozione “tortuosa” nell‟open-field (P<0.05, ANOVA) (Fig. 
18E), il marble-burying e l‟attività digging (P<0.01, 2 way ANOVA, Turkey‟s test) (Fig. 
18G-I) e il grooming indotto dal water mist nei MAO-Aneo  (p<0.05; 2 way ANOVA, 








Figura 9. Generazione dei topi MAO A
neo
 e caratterizzazione dei loro trascritti.  
(A) Costruzione del vettore target per i MAO A
neo
. 1) Frammento-Bam HI di 9kb della MAO-A costituito 
da un frammento BamHI-BglII di 6.7 kb e di un frammento EcoRI-Bam HI di 2.0 kb. I siti unici Sphl ed 
EcoRi, localizzati rispettivamente nell‟introne 11 e 12, sono stati usati per l‟inserzione delle cassette loxP 
e Neo
R
. 2) il frammento di 0.28 kb SmaI-loxP-EcoRI è stato inserito nel sito Sphl del frammento Bam HI-
BglII di 6.7 kb. 3) Una cassetta di 1.6 kb EcoRI floxed Neo
R
 è stata legata in direzione 5‟ ad un 
frammento di 2.0 kb EcoRI contenente l‟esone 13. 4) Un frammento di 5.7kb EcoRI-Bam HI contenente l‟ 
esone11-loxP-esone12 è stato clonato in direzione 5‟ al frammento 3.6kb floxed Neo-esone 13 per 
completare il vettore target (B) LA PCR dell‟mRNA dei MAO A
neo
 mostra la presenza di un frammento di 
210 bp, che  contiene l‟esone 11,12 e il costrutto PGK1 Neo. Questo frammento è assente nei topi 
omologhi WT. (C) Sequenza del frammento PCR di  210-bp e la sua dedotta sequenza di amino acidi. 
(D) L‟uso dei primers Ex12F e Ex14R nei campioni di topo MAO A
neo
 mostrano piccole quantità di 
prodotti di 200 bp, rappresentanti l‟mRNA Maoa WT nei topi MAO A
neo
. (E) Quantificazione dei livelli di 
mRNA Maoa WT in differenti aree cerebrali dei topi  MAO A
neo
. I valori sono rappresentati come media ± 
SEM. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 rispetto ai  topi WT.  Abbrev: B, BamHI; Bg, Bgl II; E, EcoRI; S, 
SmaI;Sp, Sph I; X, XhoI; PFC, corteccia prefrontale; AMY, amigdala; HIP, ippocampo; STR, striato; MID, 








Figura 10. Identificazione della MAO-A contenente i siti loxP nei topi MAO-Aneo 
Allo scopo di ottenere i topi MAO-A
neo
 i topi maschi chimera MAO-A
neo 
sono stati incrociati con topi 
femmine wild-type (WT). (A) La verifica della trasmissione della trasmissione dell‟omologo ricombinante 
MAO-A contenente i siti loxP nell‟introne 11 è effettuata tramite PCR utilizzando i primers In11F2 e 
In11R1. Il template utilizzato è il DNA genomico della prole della generazione F1. (B) Le bande dei 









Figura 11. Disegno schematico della generazione dei topi transgenici MAO-A tramite il 
breeding selettivo dei topi MAO-Aneo con i topi CMV-Cre. 
(A) Il breeding selettivo dei topi MAO-A
neo 
con i topi CMV-Cre determina la delezione della cassetta Neo
R
 











 KO sono identificati tramite PCR 
utilizzando come template  il DNA genomico ottenuto dalla coda e i primers In11F1 e In12R4. (E) I 










Figura 12. Rappresentazione schematica (Paxinos and Watson, 1997) della corteccia prefrontale (PFC) 
A), del caudato putamen B), e dell„ ippocampo (Hipp) C). I riquadri indicano l„area analizzata per 
l„immunolocalizzazione dell SERT. Cg3 e Cg1: area 3 e 1 della corteccia cingolata (AP+3.2); CPu: 
caudato putamen, NAc:nucleo accumbens; NAcC: core; NAcS: shell (AP+1); le regioni CA1, CA2, CA3: 










Figura 13. Livelli dell‟ attività della MAO-A, della 5-HT e della NE nelle diverse aree cerebrali dei topi 
WT, MAO A
neo
 e MAO A KO. (A-E) I MAO A
neo
 mostrano una diminuzione dei livelli della MAO-A in tutte 
le regioni cerebrali analizzate, ma livelli più alti rispetto a quelli dei MAO-A KO nella corteccia prefrontale 
e nell‟amigdala. La clorgilina (10 mg/kg, i.p.) riduce l‟attività MAO-A in tutte le regioni cerebrali (F-J) I topi 
MAO A
neo
 esibiscono livelli di 5-HT simili a quelli presenti nella corteccia prefrontale, nell‟amigdala e nello 
striato dei WT, ma livelli maggiori nell‟ippocampo e nel mesencefalo. (K-O) Livelli della NE nei tre 
genotipi. I valori rappresentano la media ± SEM. n=6-7. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 rispetto ai 
WT.
ooo






p<0.001 rispetto ai topi MAO A
neo
. 
Abbrev: 5-HT, serotonina; NE, norepinefrina; PFC, corteccia prefrontale AMY, amigdala; HIP, 







Figura 14. 5-HTT immunofluorescenza nella Cg3 e Cg1 dei topi wild-type, MAO A
neo
 e MAO-A KO. 
A,D: 5-HTT-immunoreattività (IR) delle aree Cg1 e Cg3 che esibiscono il tipico pattern delle fibre 
serotoninergiche nei topi wild-type. Notare la diminuzione della 5-HTT-IR nella Cg1 (B) e Cg3 (E) dei topi 
MAO A
neo
 rispetto ai topi wild-type. Nella Cg1 (C) e nella Cg3 dei MAO-A KO (F) si osserva una 
significativa riduzione dell‟IR-5-HTT rispetto ai MAO A
neo






Figura 15. 5-HTT immunofluorescenza nel nucleus accumbens core (NAc Core)  e nei nuclei 
dell’amigdala basolaterale (BLA) dei topi MAO-A
neo
, , MAO-A KO e wild-type. 
A, D: Il NAc Core e la BLA esibiscono una densa 5-HTT-immunoreactività nei topi wild-type. Una 
diminuzione significativa dell‟immunofluorescenza si osserva nel Nac Core e nella BLA dei MAO A
neo 
(B,E) e MAO-A KO (C,F) rispetto ai topi wild-type. Inoltre i MAO
neo
 mostrano una ridotta 5-HTT-IR nel 







Figura 16. I topi MAO A
neo
 mostrano una ridotta immunoreattività (IR) della 5-HTT in diverse aree 
cerebrali. 
Percentuale delle fibre 5-HTT IR nell‟area Cingolata 3 (Cg3), nell‟area Cingolata 1 (Cg1),nell‟amigdala 
basolaterale (BLA), nel Nucleo Accumbens (NAc) core e shell e nel caudato dorsale (DC) nei topi WT, 
MAO A
neo
 e MAO-A KO. I valori rappresentano la media ± SEM delle densità ottiche (sei immagini non 
sovrapposte per ciascuna regione per ciascun animale) espresse come percentuale dell‟area ricoperta 
dalle fibre 5-HTT immunoreattive  (animali, n= 6-7). *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 comparati ai topi WT 


















Figura 17. I topi MAO A
neo
 mostrano uno spettro unico di alterazioni emozionali. (A) Pathway percorso 
dai topi WT, MAO-A
neo
, e MAO-A KO nell‟open field. (B) I topi MAO A
neo
 trascorrono rispetto ai WT e ai 
MAO-A KO un tempo minore nel quadrante centrale dell‟open field (C) Sebbene i MAO-A
neo
 come si 
vede nel panello (D) mostrino una significativa riduzione dell‟attività locomotoria, questa diminuzione non 
influisce sul comportamento timotassico; infatti la percentuale di attività locomotoria nella zona centrale è 
significativamente ridotta nei topi MAO-A
neo
 rispetto  ai loro omologhi. Inoltre, i topi MAO A
neo
 mostrano 
nell‟ open field un significativo aumento nella tortuosità (E) e nel (F) meandering. Inoltre i MAO-
A
neo
  rispetto agli altri due genotipi esibiscono una maggior attività di marble-burying (G),  di digging (H), 
così come un‟aumento del grooming (I-J) nel water mist. I topi MAO-A
neo
  mostrano un significativo 
aumento del tempo di latenza di attacco verso l‟intruso (K) rispetto ai WT e ai MAO-A KO. Inoltre, i topi 
MAO A
neo
 manifestano una significativa riduzione degli attacchi e della durata dei suddetti attacchi 
rispetto ai MAO-A KO. I valori rappresentano la media ± SEM. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 comparati 





















Figura 18. I tratti OCD-simili nei MAO-A
neo
  sono attenuati dal trattamento con la fluoxetina. A) Patterns 
locomotori nell‟open field in seguito alla somministrazione della fluoxetina. Sebbene in entrambi i genotipi 
(B) l‟attività locomotoria rimanga inalterata dal trattamento con la fluoxetina, i topi MAO-A
neo
 rispetto ai 
WT presentano una riduzione significativa della locomozione e del tempo (C) trascorso al centro. Al 
contrario, il trattamento con la fluoxetina aumenta significativamente (D) la percentuale di attività 
locomotoria nel centro e attenua il comportamento stereotipato  della timotassi (E), ma non del 
meandering (F) nei MAO-A
neo
. Il blocco del 5-HTT riduce significativamente i comportamenti 
perseverativi di marble burying di (G), (H-I) digging (H-I), e grooming (J-K) nei topi MAO A
neo
 . I valori 
rappresentano la media ± SEM. P<0.05 e P<0.001 rispetto ai WT (effetto principale per genotipo). 






Discussione e conclusioni 
 
Nel presente lavoro è stata prodotta e studiata una nuova linea di topi transgenici, 
caratterizzati da una variante ipomorfica della MAO-A (MAO-Aneo ), che presenta un 
ampio spettro di manifestazioni comportamentali e di alterazioni neurochimiche, 
riconducibili a quelle presenti in pazienti affetti da OCD, ma perfettamente distinguibili 
da quelle osservate nei topi MAO-A KO. I topi MAO-Aneo esibiscono un insieme unico di 
anormali comportamenti perseverativi ed emozionali presenti in modelli animali ben 
validati dell‟ OCD. L‟isomorfismo di questi disturbi, la presenza dei sintomi patognomici 
dell‟ OCD e la loro sensibilità alla fluoxetina, terapia di elezione per tale disturbo, 
fornisce un convincente criterio di face e predictive validity, a favore dei topi MAO-Aneo, 
quale modello animale attendibile dell‟ OCD. I topi MAO-Aneo esibiscono, rispetto ai 
MAO-A KO, una riduzione delle reazioni aggressive nel paradigma del resident-
intruder.  
Le alterazioni comportamentali dei topi MAO-Aneo sono accompagnate da modificazioni 
neurochimiche quali: bassi livelli del mRNA Maoa wild type e di attività enzimatica della 
MAO-A nel cervello, livelli normali di 5-HT e ridotta espressione del trasportatore della 
5-HT (5-HTT) nell‟amigdala e nella corteccia prefrontale. Al contrario, hanno un profilo 
biochimico simile ai MAO-A KO nell‟ippocampo e nel mesencefalo. 
Nel loro insieme questi risultati convalidano e complementano precedenti evidenze 
cliniche che indicano una possibile associazione tra le varianti polimorfiche della MAO-
A, una bassa attività della MAO-A, e lo svilupparsi dell‟OCD (Camarena, 2001; Kim, 
2006). Inoltre, i nostri risultati suggeriscono che gli effetti indotti dai bassi livelli di MAO-
A nella fisiopatologia dell‟OCD potrebbero essere mediati da un alterata regolazione 
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della neurotrasmissione 5-HTergica e del reuptake della 5-HT in specifiche aree del 
proencefalo.  E‟ peraltro noto che modificazioni della trasmissione  5-HTergica possano 
essere implicate nelle manifestazioni dei sintomi dell‟OCD (Reimold, 2007; Meerson, 
2010). 
In linea con precedenti evidenze sperimentali (Barrow, 1996; Lewandoski, 2001; 
Manley, 2001; Rucker, 2000), la presenza di una cassetta NEOR nell‟introne del gene 
Maoa induce un alterazione dello splicing del mRNA e ridotti livelli di trascritti funzionali. 
In particolare, il sequenziamento suggerisce che la presenza del promotore PGK1 nella 
cassetta NeoR possa interagire con lo spliceosoma, interferendo con il riconoscimento 
dell‟esatta sequenza che intercorre tra l‟esone 12 e l‟introne 12 del gene Maoa. Questa 
alterazione post-trascrizionale produce una variante MAO-A chimerica non funzionale, 
con una sequenza C-terminale tronca che la rende così incapace di ancorarsi alla 
membrana esterna dei mitocondri (Rebrin, 2001). Tuttavia, quantità minime di trascritti 
Maoa, non vanno incontro allo splicing aberrante, inducendo in tutto il cervello una 
bassa espressione di trascritti funzionali. Sebbene  la scarsa selettività e sensibilità 
degli anticorpi anti-mouse MAO-A disponibili non abbia permesso di valutare nelle varie 
aree cerebrali, l‟espressione della proteina, una bassa attività enzimatica della MAO-A 
è stata rivelata nell‟amigdala e nella corteccia prefrontale degli animali MAO-Aneo. La 
discrepanza tra la presenza del mRNA della MAO-A e l‟assenza di attività dell‟enzima 
nelle altre regioni cerebrali dei topi MAO-Aneo probabilmente riflette la possibilità che i 
livelli dell‟enzima siano al di sotto della soglia di rilevamento della metodica utilizzata. 
La diversa presenza di trascritti MAO-A e di attività dell‟enzima nelle differenti regioni 
cerebrali sembra inoltre indicare la differente abilità di ciascuna area cerebrale di 
modulare i processi di splicing e trascrizione, probabilmente modulati dallo specifico 
ambiente neurochimico (Battaglia, 2005; Meshorer, 2005). Quest‟ultima ipotesi è 
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particolarmente intrigante, in considerazione del ruolo svolto dagli stress ambientali 
nella modulazione funzionale dell‟amigdala e della corteccia prefrontale. 
L‟espressione di una modesta quantità di enzimi MAO-A funzionali nell‟amigdala e in 
minor misura nella corteccia prefrontale  induce la produzione di livelli normali di 5-HT 
in entrambe le aree cerebrali. 
Inoltre, i livelli di NE nell‟amigdala, benché significativamente più alti rispetto ai topi WT, 
sono più bassi rispetto a quelli dei topi MAO-A KO. L‟impatto che piccole quantità di 
MAO-A esercitano sulla NE è probabilmente più limitato rispetto a quello esercitato 
sulla 5-HT, sia per la più bassa affinità della NE per la MAO-A, sia per l‟importante 
ruolo delle COMT nella degradazione della NE. 
E‟ interessante notare che i MAO-Aneo hanno una marcata down-regulation del 5-HTT, 
trasportatore della 5-HT, nelle stesse aree cerebrali (amigdala, corteccia prefrontale e 
striato) nelle quali i livelli di 5-HT sono simili a quelli presenti nei topi WT. Inoltre, in 
linea con precedenti lavori (Evrard, 2002), i MAO-A KO hanno bassi livelli del 5-HTT in 
specifici compartimenti di ciascuna area cerebrale. La ridotta espressione del 5-HTT 
potrebbe riflettere un meccanismo omeostatico che si instaura allo scopo di evitare un 
accumulo della 5-HT, secondario alla diminuita attività della MAO-A nelle terminazioni 
presinaptiche. I nostri dati non sono in grado di spiegare completamente la maggior 
diminuzione del 5-HTT nei MAO-Aneo rispetto ai MAO-A KO; tuttavia, i presenti dati 
suggeriscono una maggiore abilità dei MAO-Aneo di attivare dei processi compensatori 
mirati alla modulazione delle concentrazioni della 5-HT a livello delle sinapsi. 
Alternativamente, la ridotta espressione del 5-HTT presente nei topi MAO-Aneo 
potrebbe rappresentare una diminuzione delle fibre 5-HT; quest‟ultima possibilità è 
peraltro parzialmente messa in discussione dalla normale espressione della triptofano-
idrossilasi nei nuclei del raphe dorsale dei tre genotipi (dati non mostrati). 
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I cambiamenti neurochimici presenti nei topi MAO-Aneo sono accompagnati da un 
insieme di alterazioni comportamentali, ben distinte da quelle che caratterizzano il 
fenotipo dei MAO-A KO. Nell‟open field i topi MAO-Aneo mostrano una riduzione 
dell‟attività locomotoria e un potenziamento della tigmotassi (indicata da una 
diminuzione del tempo e della percentuale di attività locomotoria trascorsa nel centro 
dell‟area). Questo comportamento è generalmente interpretato come una 
rappresentazione di alti livelli di ansia dell‟animale (Belzung, 1999; Prut, 2003). Tuttavia 
questa possibilità nei topi MAO-Aneo è parzialmente messa in discussione dalla 
mancata risposta “ansiogena” nell‟elevated plus maze (quale la riduzione della durata 
del tempo trascorso nei bracci aperti e la minore percentuale di ingressi nei medesimi 
bracci). Alternativamente, il comportamento di wall-hugging (tenersi molto vicino alle 
pareti) osservato in questo genotipo potrebbe parzialmente riflettere un‟alterazione 
generalizzata della loro strategia esplorativa, influenzata probabilmente dalla tendenza 
ad attuare risposte ripetitive, come dimostrato dalla presenza in questi animali di 
comportamenti di meandering e di path-tortuosity. In particolare, è importante 
sottolineare che le anormali risposte comportamentali dei MAO-Aneo nell‟open field 
sono simili a quelle notate in altri ben validati modelli murini di OCD (Kalueff, 2010; 
McGrath, 1999). 
Inoltre, i nostri risultati evidenziano livelli divergenti di aggressività tra i topi MAO-Aneo e 
MAO-A KO. Infatti, i MAO-Aneo esibiscono una significativa riduzione della durata dei 
comportamenti offensivi rispetto ai MAO-A KO e un maggiore tempo di latenza agli 
episodi d‟attacco verso i topi intruders rispetto ai topi MAO-A KO e WT. 
Questa nostra scoperta rappresenta una rilevante eccezione rispetto alle ben 
documentate associazioni esistenti tra una bassa (o assente) attività della MAO-A e 
comportamenti antisociali. I presenti dati estendono inoltre i nostri precedenti risultati 
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che dimostrano come il ripristino della MAO-A nelle regioni proencefaliche normalizzi i 
livelli locali di monoamine e riduca le aggressioni nei topi MAO-A KO (Chen, 2007). 
I topi MAO-Aneo manifestano un significativo aumento delle risposte compulsive nel 
marble-burying e nel water-mist-induced grooming, due validati modelli 
comportamentali delle manifestazioni patognomoniche legate all‟OCD (gesti rituali di 
hoarding e di pulizia) (Hill, 2007; Thomas, 2009). Le anomalie comportamentali 
osservate nell‟open field e le risposte perseveranti sono eliminate dalla fluoxetina, 
evidenziando la validità predittiva dei MAO-Aneo quale modello animale di OCD. In 
accordo con i nostri dati, precedenti studi hanno evidenziato in diversi gruppi di pazienti 
un‟associazione tra bassa attività enzimatica delle varianti polimorfiche MAO-A e 
l‟OCD, riportando anche bassi livelli di  espressione del 5-HTT in diverse aree cerebrali 
di individui affetti da OCD (Camarena, 2001; Kim, 2006; Karayiogou, 1999). 
Sebbene la riduzione dei livelli del trasportatore serotoninergico sembri giocare un 
ruolo nelle anomalie comportamentali osservate nei topi MAO-Aneo, gli esatti 
meccanismi attraverso i quali esso agisce sono elusivi, dal momento che in questi 
animali il blocco del 5-HTT tramite la fluoxetina inverte gli atteggiamenti OCD-simili. 
Precedenti dati clinici suggeriscono che la down regulation del 5-HTT nei pazienti affetti 
da OCD potrebbe non essere un principale fattore patologico in questo disturbo, ma 
piuttosto un fenomeno compensatorio finalizzato ad attenuare l‟alterata regolazione dei 
meccanismi 5-HTergici nell‟OCD (Hesse, 2005). 
Le alterazioni emozionali e i comportamenti compulsivi evidenziati nei topi MAO-Aneo 
potrebbero essere supportati da modificazioni, specifiche per ciascun area cerebrale, 
della neurotrasmissione monoaminergica. 
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In particolare, noi abbiamo dimostrato che l‟aumento delle catecolamine non è 
associato ad un proporzionato incremento dei livelli di 5-HT nella corteccia prefrontale, 
nell‟amigdala e nello striato. Tale squilibrio potrebbe indurre quella serie unica di 
anomalie comportamentali osservate nei topi MAO-Aneo; in maniera concorde, 
precedenti studi hanno dimostrato che l‟OCD è associato ad un alterata interazione tra 
il sistema 5-HTergico e catecolaminergico nel circuito cortico-limbico. 
In alternativa, le alterate risposte dei topi MAO-Aneo agli stimoli ambientali ansiogenici 
potrebbero riflettere selettivi meccanismi regione-specifici. Infatti, sebbene numerosi 
studi documentino un ruolo predominante della corteccia prefrontale, dello striato e 
dell‟amigdala nella fisiopatologia dell‟OCD, altre regioni, quali l‟ippocampo ventrale o i 
nuclei mesencefalici, sembrano svolgere funzioni cruciali nelle risposte ansiose ed 
emozionali. Infine, le variazioni nella penetranza e nell‟espressione della mutazione 
ipomorfica potrebbero dipendere da numerosi fattori, incluso componenti evolutive ed 
ambientali; i.e., il trascritto Maoaneo chimerico (o la proteina), sebbene non funzionale, 
potrebbe avere altre funzioni modulatorie, interagendo con altri targets molecolari, e 
modificare il fenotipo indotto dalla deficienza della MAO.  
In conclusione, a prescindere dal meccanismo d‟azione, il nostro studio fornisce una 
convincente evidenza a supporto di un collegamento tra bassi valori di MAO-A, 
compulsività e altre manifestazioni connesse all‟OCD. Inoltre, i nostri risultati 
evidenziano il valore dei topi MAO-Aneo quale modello affidabile di OCD. Una 
descrizione in questo modello dei diversi ruoli, regione-specifici, della MAO-A nella 
regolazione delle risposte comportamentali potrebbe essere critica nel chiarire il 
coinvolgimento della MAO-A nell‟OCD e in altre malattie correlate, quali la sindrome di 
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